NESTOR MARTINI NETO

Isotermas de sorcao de agua, potencial de
armazenamento e suas relacbes com as taxas
respiratorias em sementes d€aesalpinia echinata
Lam. (pau-brasil)

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Botanida
Secretaria do Meio Ambiente, como parte dos
requisitos exigidos para a obtencdo do titulo de
MESTRE em BIODIVERSIDADE VEGETAL E
MEIO AMBIENTE, na Area de Concentragido de
Plantas Vasculares em Analises Ambientais.

SAO PAULO
2011



NESTOR MARTINI NETO

Isotermas de sorcéao de agua, potencial de
armazenamento e suas relacbes com as taxas
respiratorias em sementes d€aesalpinia echinata
Lam. (pau-brasil)

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Botanida
Secretaria do Meio Ambiente, como parte dos
requisitos exigidos para a obtencdo do titulo de
MESTRE em BIODIVERSIDADE VEGETAL E
MEIO AMBIENTE, na Area de Concentragido de
Plantas Vasculares em Analises Ambientais.

ORIENTADOR: DR. CLAUDIO JOSE BARBEDO



Ficha Catalografica elaborada p&ld CLEO DE BIBLIOTECA E MEMORIA

Martini Neto, Nestor
M386i Isotermas de sor¢do de agua, potencialhm@zenamento e suas relagdes con
taxas respiratdrias em semente £ade salpinia echinatham. (pau-brasil) / Nestor
Martini Neto -- Sado Paulo, 2011.
89 p. il.

Dissertacéo (Mestrado) -- Institdé Botanica da Secretaria de Estado do M
Ambiente, 2011

Bibliografia.

1. Sementes. 2.Pau-brasil. 3ersoas. I. Titulo

DQ: 631.53.01

as




“Os problemas significativos que enfrentamos nédgm ser resolvidos no mesmo nivel de
pensamento em que estdvamos quando os criamos...”

Albert Einstein
“... @ preciso educar os coracdes.”

Dalai Lama



A Srta. Deah Matrtins, pelo seu companheirismo]itidee e paciéncia.
Por sempre saber colocar meus pés no chéo..:leditambém.

Dedico



Agradecimentos

A Deus, pelo dom da minha vida e pela certeza deengr sempre apto a tentar de novo,

mesmo quando erro.

Aos meus pais, que apesar de ndo conhecerenda fados os numeros e graficos desta
dissertacdo, sabem que isto é resultado de umagihuconquistada principalmente por eles, a

base de muitos anos de trabalho duro; e ao meuo o divide comigo este privilégio.

Ao meu orientador e amigo, Dr. Claudio José Bawbembla sua orientagdo, conselhos,

amizade, piadas, trocadilhos e principalmente peloexemplo.

Aos meus grandes amigos, Jodo Paulo, Juliandaa,T®larcio, Cibele, Débora, Carmem e

Oda, por dividirem comigo um pouco de suas vidas.

A0S amigos que ja passaram por esse laboratoacik] Igor, Simone, Cristina, Paulo,
Molina, Carol, Jailma, Liliana, Simone, Kate, Radyi Sueli e Denise, pelo bom trabalho que

realizaram, tornando possivel, a realizacéo deste.

Agradecimento especial a Edmir Vicente Lamarcda paliosa ajuda na reta final da

dissertacdo e por sua contribuicdo na discussadattns de condutividade elétrica.

Aos pesquisadores, Dr. Danilo Centeno, Dra. Rit&dssia e Dr. Nelson dos Santos, pela

ajuda na discussao de resultados e conceitos.

Aos funcionarios do nucleo de pesquisa em semedimsna, José Marcos, Lilian, Valdir,

Valdete, Mbnica, Vera e Adriana.

Ao conselho da po6s-graduacéo, e seus funciondMiasinha, Antonio e Elvis e ao



Ao Sr. Luiz Salviani e a todos os funcionariosfdaenda Santa Carolina, pela atencao

dispensada e autorizacdo para a coleta de sementes.

Aos funcionarios da Reserva Bioldgica e Estac&peBmental de Moji-Guacu pela ajuda

nas coletas de sementes.

Ao CNPq pela bolsa de mestrado e pelo auxilio iean no Processo 481484/2007-8 e

477640/2009-5 e a FAPESP, pelo auxilio financetrgpibjeto tematico Processo 2005/04139-7.

A todos aqueles pesquisadores, pos-graduandesjigasis e entusiastas que dedicam ou

dedicaram parte da suas vidas a estudar estaespéeia tantos anos tem nos fascinado.

E finalmente, a todos os amigos, musicos e faragiaque ndo contribuiram diretamente

para a realizacéo deste trabalho, mas foram easenai minha formacgao pessoal.



indice

I [0 (o o (8 T = Lo o = > 1SS 1

2. Capitulo 1. Avaliacdo da deterioracdo de sersetiée pau-brasil pelo teste de condutividade

L= 1= o= PO
3. RESUIMOD. e ettt e e ettt e e e e ettt e e e e enennmsta e e e e eensna e e e eaeennnn e aeeennnnns] 6...
N 5] 1 - o! AP PPPPRPPPPPPPP 6..
ST [ o1 (o To [F 0% To NPT PP TP PP PPPPPPPPPPPIR 1.
6. Material € MELOUOS .....oeiiiiiiiie ettt e e e e e e s s e e et a e e e e e eeeaeeeeas 9
7. RESUIATOS € DISCUSSEOD ....ceeiiiiieeieieeeeeeee ittt et e e e e e e e e e e e e e e bbbttt e e e e e e s s s s s e bbb bbb e e e e e e e eaeaeeas 12
S T 0 [od 110 1= PR SSURPPPPTP 12
S I Ne [ = o [=Tox 0 0 =T o 1 (o 1TSS 21
10. Referéncias BIbDHOGIAfICAS ..........cceeiieiiiieeeeeees e e e e e e e e eaae s 22

11. Capitulo 2. Utilizacdo de solucdes salinasradfs para obtencdo de isotermas de sorcéo de

agua de sementes Gaesalpinia echinatbam. (PaU-Drasil) ...........cccccccvviiieee s 27
12, RESUIMO. c.eiiiiiiiiii i rrrnen e e e e e s e e e e e s 8.2
G TR o 11 - T PP PP PRR PP PPP 29,

I 1 (0o (8 [or= o L TSP PP OTPPPPPPPPPP 0.3

15. MALEIAI € MELOUOS ... oo e ettt et e e e 31



16. RESUITAUOS © DISCUSSAO .. .uieiieeee ettt e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e enaanns 34
L7, CONCIUSOES ... ettt et ettt et et e et et et et e e e e e e et et e e e e e e e e e e e e e e e anaannans 40
18.Referéncias BIDHOGIAfICAS .........ccceeiieeeiiiiieeeer et e e e e e e e eeae s 41

19. Capitulo 3. Potencial de armazenamento de gemate Caesalpinia echinata.am. em

TEMPEIAtUra AMDIENTE ...t e e e et e e e e e e e e e e e e e e e ebt bbb r e e e e e eeaaaeeeees 44
20. RESUMIO. ..ottt ettt e e e e ettt e e e et e eeaa e eaaaeeeeesta e e eeeesnnn e e e eeennnan e eaaeernas 54
P2 T o 11 = T TP PPTOPPPPPPPPPPPPY” (4 )
P2 | 01 (o To (3 Tox- Lo PP PPPPP PP PPPPPPPPOY A
23. Material € MELOUOS .....coeiiiiieeie ittt e et e e e e e e e e e ee ettt et e et e eaaaaaaaaaaaeseeeaannnnnns 51
24, RESUIAUIOS € DISCUSSAO .....eeveiiiiiiieieeeieeiiee e e e e e e e e e e e ettt et e e e e e e s s s bbb bbb et e e e e e eeaaaaeeeas 55
24, CONCIUSOES ....eetvitiiieiee e oo 444+ttt ettt ettt e e e oo e e e e eaaaaaeeeeeeaeeeeeeeeeesasbbnnnaaaeeaeeeeeeaas 71
25. Referéncias BIDIOGIAfICAS ... ...uuuiiiiiieeiee e e e e e e e e e e e e e e e e e e as 72
26. CONCIUSOES GBIAIS ....ciiieeeeeei ettt ettt e e e e as s s s s e bbb ettt e e e e e e e aeeeeas 75
27. Referéncias Bibliogréaficas da Introdug&@o Geral..............oeiviiiiiiiiiiiiiieee e 76
28, RESUMIO. ..ttt oottt e oo ettt e e e et e et a e eaaeeeeeesea e e eeeeetn e e e eeenbna e eaeeennas 9.7

S TR A 0 ) 1 - To: PR 80.



Introducéo Geral

A Mata Atlantica, que juntamente com a Amazonia pdenmais de 50% de todas as
espécies brasileiras, € 0 ecossistema mais amedoaBi@sil (Pilattiet al. 2010), devido a grande
ocupacdo e exploracdo antropica, restando hojexiapgdamente 7% de sua area original
(Fundacdo SOS Mata Atlantica e INPE 2001). Sendonmasha necessidade de preservacao dos
recursos genéticos, que pode ser obtida baseandmsduas estratégias de conservacdo. Na
conservacgadn situ o material genético € mantido por meio de planigas em seu habitat natural
e, na conservacaex sity este material € mantido como pdélen, cultura deltsgiplantas vivas e

sementes, conservados em condi¢des artificiai@{BoGardens Conservation International 2001).

Diversos trabalhos tém sido realizados buscandoetedologia para conservacgén sity
visando ao aumento da diversidade e distribuicacbaecos de germoplasma. Os objetivos
envolvem néo apenas a exploracdo do potencial edoad@os insumos florestais mas, também, a
preservacdo de espécies ameacadas de extinc&iparmente aquelas que se apresentam escassez

de remanescentes naturais (Pilettal. 2010).

Considerada segura e economicamente viavel (Carnealakagawa 2000), a conservacgao
de sementes é uma importante ferramenta de cogderga sity isto devido principalmente a
capacidade de algumas sementes de manterem-sesvi@mecondicOes secas (Alpert e Oliver
2002). Essa caracteristica permite que possamaseervadas durante muito tempo, devido a
diminuicdo de seu metabolismo, diminuindo as reagie deterioracdo (Marcos Filho 2005) e
permitindo que possam sobreviver durante décadhs €Eal. 2006), séculos (Brown 2001) e até

mesmo milénios (Salloet al. 2008).

O pau-brasil Caesalpinia echinataLam.), também denominado ibirapitanga (do tupi
ybyrapytangaque significa madeira rosada ou avermelhadajnfensamente explorado no inicio

da colonizagdo brasileira, sendo o primeiro recunstural explorado por Portugal apés a



colonizacdo (Rochat al. 2007). Essa exploracéo foi realizada para extrdgedocorante vermelho
pois a brasilina, que confere a cor alaranjada@eireade pau-brasil, quando exposta ao ar se oxida

e assume a cor avermelhada, formando a brasilkives(et al. 2008a).

A populacéo natural d€. echinata inicialmente abrangendo os estados do Rio ddrdane
Espirito Santo, Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernamli@amiba, e Rio Grande do Norte, atualmente
encontra-se restrita a poucos remanescentes, pgaimente localizados em unidades de
conservacao (Rocha 2010). Além disso, a espéc@gnaese incluida na lista de espécies em risco

de extincao (Rocha e Barbedo 2008; Abenspreng-T2a808; Pilattiet al. 2010).

Culturalmente e historicamente, a exploracao delbpasil teve grande expressividade e foi
provavelmente a responsavel pelo nome que foi dadwsso pais, o Brasil, que parece ser o Unico
pais cujo nome foi escolhido baseando-se em untdapl@ochaet al. 2007). Atualmente, a
madeira dessa espécie estad bastante valorizadg@ipa@ncontrar similar qualidade para confeccéo
de arcos de instrumentos musicais (Longhi 2010e#\bt al. 2008b). Além disso, vem sendo
também muito procurada pelo seu alto potencial memial (Rocha e Simabukuro 2008) e

farmacoldgico (Araujo e Cruz-Silva 2008).

Contudo, ha ainda caréncia de suficiente informagéntifica sobre a espécie em areas
estratégicas, como a fisiologia e tecnologia des Sementes. Estas ainda apresentam dificuldade
para conservacao (Aguiar & Barbosa 1985). As sessatie pau-brasil apresentam comportamento
ortodoxo, podendo manter a viabilidade por até #8ew quando armazenadas a 7°C com cerca de
0,1g HO/g MS (Barbedcet al. 2002) e 24 meses em temperaturas de congelamé&nto-{8°C)
(Hellmannet al. 2006). No entanto, os estudos ainda sdo incomolsisio que diz respeito ao
armazenamento destas em temperatura ambiente,imdperiuso dessa alternativa de baixo custo

e facilidade de aplicacéo (Cletial. 1998).



Um dos grandes objetivos em estudos referentesrraazanamento de sementes € a
possibilidade de controle da perda de agua, devisloa participagcdo como veiculo de transporte e
mobilizacédo de substancias nas células, tanto @ss@&rias ao metabolismo celular, como também
aguelas de consequéncia da deterioracdo, comaistiices. A quantidade de agua na semente &
intrinsecamente relacionada a velocidade de deagéo, ativando o metabolismo respiratorio
guando em alta quantidade e causando reacOesridgaleg@ando retirada em excesso (Lamarca

2009).

Portanto, a definicdo do teor de agua ideal pamnmazenamento das sementesQle
echinatae o conhecimento dos efeitos da deterioracdo durastprimeiros momentos do seu
armazenamento sdo de fundamental importancia naaluss preservacédo da espécie sendo, além
disso, importante na compreensdo dos mecanismadetdg@ioracio em sementes tolerantes a

dessecacao.

Este trabalho teve por objetivo estabelecer relagéatre os limites de tolerancia a
dessecacdo e o potencial de armazenamento de senwmCaesalpinia echinataLam. em
temperatura ambiente, buscando analisar as prineailteraces causadas nas sementes pela
deterioracdo. Para isso, torna-se necessario owd@genento de metodologia para a conducao do
teste de condutividade elétrica, importante ferrgmede monitoramento das alteracdes na
seletividade do sistema de membranas, bem comdrmapmento e aplicacao do uso de solucdes
salinas saturadas, para estabelecimento de valordsveis do teor de agua das sementes em

equilibrio com o ambiente.



CAPITULO 1

AVALIACAO DA DETERIORACAO DE SEMENTES DE PAU-BRASIL

PELO TESTE DE CONDUTIVIDADE ELETRICA

Artigo submetido no periodico “Revista Brasileia 8ementes” em Junho de 2011, registro de submsséo
368.

(A formatacao do texto a seguir, segue as normsublicacdo do peridédico acima mencionado)



Titulo resumido: Condutividade elétrica para semede pau-brasil

AVALIACAO DA DETERIORACAO DE SEMENTES DE PAU-BRASIL

PELO TESTE DE CONDUTIVIDADE ELETRICA *

NESTOR MARTINI NETJ, EDMIR VICENTE LAMARCA?®, CLAUDIO JOSE

BARBEDO"

! Parte da Dissertacdo de Mestrado do primeiro api@sentada ao Programa de Pés-Graduac&o
em Biodiversidade Vegetal e Meio Ambiente do Institde Botanica (IBt), SP. Apoio financeiro:
CNPq (Processos 477640/2009-5 e 308045/2007-6 REBR (Processo 2005/04139-7).

2 Biblogo, P6s-Graduando do Nucleo de Pesquisa enetes, IBt, Av. Miguel Stéfano 3687,
04301-012 S&o Paulo, SP, n.martinineto@gmail.com.

3 Bidlogo, MSc., Pés-Graduando do Nucleo de Pes@nis&ementes, IBt, lamarcabio@ig.com.br.
* Eng. Agr., Dr, Nucleo de Pesquisa em Sementescl@idio.barbedo@pesquisador.cnpg.br,

bolsista CNPq. Autor para correspondéncia.



RESUMO -0 teste de condutividade elétrica baseia-se natigade de eletrdlitos liberados no
meio pelas sementes quando embebidas em agua,irdstis® que sementes com menor vigor
demoram mais tempo para o restabelecimento daritkelg das membranas celulares. Este teste
apresenta resultados em tempo muito menor do gasto com testes de germinacédo mas, devido a
guantidade de variaveis envolvidas, sua metodoldene ser ajustada para a espécie de interesse.
Neste trabalho visou-se a obter metodologia adequiadteste de condutividade elétrica para
analisar o grau de deterioracdo de sementes dérpsil- Sementes com diferentes niveis de
deterioracdo foram analisadas quanto a periodesntbebicdo de sementes integras e, também, de
embrides excisados, anteriores as leituras da temthde da solucdo. Também foi analisada a
substituicdo da solucéo de embebicao por agua @pds,as primeiras 1, 3 e 6 horas de imerséo. Os
resultados demonstraram que o teste de condutevielétkica apresenta potencial para diagnostico
de sementes de pau-brasil com diferentes niveisdeterioracdo, mas necessita ajustes
metodoldgicos, deve ser realizado com embridessados e, ainda, que a troca da solucdo de
embebicdo por agua pura, apos terceira hora desd@meltas sementes, apresenta potencial para o
correto diagnéstico do nivel de deterioracdo dasesges.

Termos para indexacaGaesalpinia echinatham., leguminosa, teste rapido, vigor

EVALUATION OF BRAZILWOOD SEED DETERIORATION BY ELECQRICAL
CONDUCTIVITY TEST
ABSTRACT - The electric conductivity test is basea the amount of electrolytes released by
seeds when soaked in water, assuming that lower wgeds take more time to restore the cell
membranes integrity. This test provides resultaaimuch shorter time than germination tests.
However, since there are lots of variables involirethis test, its methodology should be adjusted
to each species. This work aimed to obtain the@pmate methodology for the conductivity test to

analyze the degree of deterioration of brazilwoeéds. Whole seeds with different levels of



deterioration, as well as their excised embryosevemalyzed as for different periods of imbibition.
The replacement of the soaking solution by pureewatter 1, 3 and 6 hours of immersion was also
analysed. The results showed that the electricatiuctivity test has potential for diagnosis of
brazilwood seed deterioration, but methodologichustments are necessary. At the moment, the
test should be done with excised embryos with cepreent of the soaking solution by pure water
after the third hour of imbibition.

Index TermsCaesalpinia echinatham., leguminous, quick test, vigor

INTRODUCAO

Caesalpinia echinataLam. (pau-brasil), espécie de grande importancdan@&mica e
historica para o Brasil, foi intensamente exploradainicio da colonizacdo brasileira, sendo o
primeiro recurso natural explorado pelos descobeglgortugueses (Rocha et al., 2007). Essa
espécie teve sua populacdo reduzida concomitantenzerreducdo da area da propria Mata
Atlantica e, atualmente, ainda € muito procuraddddea sua madeira que nao encontra similar
gualidade para confeccdo de arcos de instrumentsscans (Figueiredo-Ribeiro et al., 2008;
Longui et al., 2010). A espécie continua preses listas das mais ameacadas de extin¢ao, seja
pela falta de programas de conservacéo, seja pktade fiscalizacdo e controle do comércio,
inclusive o ilegal (Abenspreng-Traun, 2009; Pilletial., 2011). O potencial ornamental do pau-
brasil e a simbologia que carrega como arvore natjermitiram que a espécie fosse amplamente
utilizada em projetos paisagisticos (Rocha e Barp20d08), multiplicando o numero de individuos
em areas publicas e privadas. Contudo, a conserved se resume a manter exemplares vivos,
mas envolve também a manutencao de ampla basecgepér meio da preservacéo de populacdes
naturais (conservacano situ) e da manutencdo de bancos de germoplasma (caggeex sity).

No caso do pau-brasil, cujos remanescentes natgsé@isescassos, 0 banco de germoplasma



utilizando-se sementes assume papel fundamentah@Rka010; Pillati et al., 2011).

As sementes de pau-brasil sdo tolerantes a defsegaas se conservam por apenas trés
meses, a 25 °C, até 18 meses, a 7 °C (Barbedq 208R) e até 2 anos, a -18 °C (Hellmann et al.,
2006). Embora se tenha demonstrado a rapida detefim dessas sementes quando nao congeladas,
os estudos sao inconclusivos quanto as causas dgsda perda de viabilidade. Para o melhor
conhecimento dessas causas, € fundamental qualseanas alteracdes fisicas e fisiologicas que
ocorrem durante a deterioracdo. A desestruturag@o sidtema de membranas, causada
principalmente por grupos quimicos de alta reatided e que recebem o nome de radicais livres
(Mgller et al., 2007), parece estar entre as causziais, decorrendo em perda da capacidade de

producéo de plantulas normais, da propria germoagia morte da semente (Lamarca, 2009).

Portanto, embora o teste de germinacdo seja o gnoerto oficial para a aprovacao de
lotes de sementes para a comercializacdo, parateamileacdo do nivel de deterioracdo das
sementes nem sempre revela diferencas importai@asvalno e Nakagawa, 2000), sendo
necessaria a utilizacdo de ferramentas como asstest vigor (Dias et al., 2006). Aléem disso, os
testes de germinacdo normalmente exigem dias paaareto diagnéstico dos lotes e testes com
respostas mais rapidas podem ser necessarios pafmigdo do destino desses lotes. O principal
desafio das pesquisas sobre testes de vigor e tegiglos esta na identificacdo de parametros
relacionados a deterioracdo das sementes que pmecadperda da capacidade germinativa,
detectando alteracbes no sistema de membranastividages enzimaticas e na reducdo dos
mecanismos energéticos (Lamarca et al., 2009).

Visando a avaliacdo da integridade do sistema debremas das sementes durante a
embebicdo, o teste de condutividade elétrica basei@a quantidade de eletrolitos liberados no
meio pelas sementes quando embebidas em agua,irdsts® que sementes com menor vigor
demoram mais tempo para o restabelecimento daritelg das membranas celulares durante a

embebicdo e, conseqientemente, liberam maior gaaletide eletrdlitos (Marcos Filho, 2005;



Cheng et al., 2005). Este teste tem sido utilizadtcipalmente em sementes de espécies cultivadas
(Rodrigues et al., 2006; Fessel et al., 2000) algomas florestais contéugenia brasiliensi€am.
(Grumixama - Myrtaceae) (Kohama et aR006), Chrorisia speciosaSt. Hil. (Paineira -
Bombacaceae) (Fanti e Perez, 20@3Jbergia nigra (Vell.) Fr. All. Ex Benth. (Jacaranda-da-
Bahia - Fabaceae) (Marques et al., 200R)ga uruguensisiook & Arn. (Ingad-banana — Fabaceae)
(Barbedo e Cicero, 1998). No entanto, nem sempteste de condutividade elétrica apresenta
resultados satisfatorios na separacdo de lotesz@Bmet al., 2009; Panobianco et al., 2007;
Carvalho e Novembre, 2011) tanto pelo fator gemmiide cada espécie, como também por fatores
fisicos que podem influenciar no resultado do teximo grau de hidratacdo das sementes,
temperatura de embebicdo, tamanho das sementeagsenpa de sementes danificadas (Barros e
Marcos Filho, 1997). Até mesmo a qualidade da égjliaada para a embebicdo das sementes pode
interferir nos resultados (Gaspar e Nakagawa, 2dD&yido a esta quantidade de variaveis, para
gue o teste apresente resultados confiaveis efasatiss, o procedimento deve ser adequado
especificamente para a espécie de interesse.

Além de possibilitar maior rapidez nas tomadaseatgsdo, o teste de condutividade elétrica
pode fornecer resultados que reflitam os primezrantos relacionados a deterioracédo, que ndo séo
normalmente observados na obtencdo de plantulasammo teste de germinacdo, o que é de
extrema importancia em estudos relacionados aozamamento de sementes. Sendo assim, este
trabalho visou a obter metodologia adequada de testondutividade elétrica para analisar o grau
de deterioracdo de sementes de pau-brasil.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal: as sementes foram coletadas apds dispersao natar&lazenda Santa
Carolina, no municipio de Jau, SP (48°50° W 22°89’' e na Reserva Biologica e Estacdo
Experimental de Mogi-Guacgu, em Mogi-Guacu, SP (@790, 22°15' S) nos anos de 2007 e 2008.

As sementes apresentavam-se intactas, com coloragde-parda a castanho-clara, tegumento liso,
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com manchas purpuras, caracteristicas de semeraésras (Borges et al. 2005). Devido aos
resultados obtidos nos testes de caracterizacéialjras sementes coletadas em Mogi-Guacu no
ano de 2007, foram denominadas Alto Vigor de Moga@ (AVMG), enquanto que as sementes
coletadas no ano de 2008, foram denominadas Médjor\We Mogi-Guacu (MVMG). Uma
amostra de sementes dispersas sobre o solo tantbérnldtada, apresentando sinais tipicos de
absorcdo de umidade do ambiente, como tegumentsoug quebradico, indicativos de que a
semente havia sido dispersa ha aproximadamenias2 Etas foram denominadas Baixo Vigor de
Mogi-Guacu (BVMG). As sementes coletadas em Janfatenominadas Alto Vigor de Jau (AVJ).
Todas as sementes foram levadas ao Laboratoriceneres do Instituto de Botanica e, apos
retirada de amostra para caracterizacoes inictaw (de agua, germinacao e vigor, conforme
descrito abaixo), forareecas em estufa até aproximadamente 10% (base)lerédianazenadas em
freezer a -18C (Hellmann et al. 2006) até o inicio dos experitogn

Determinacdes fisicas e fisiologica® teor de agua foi determinado gravimetricamente
pelo método da estufa a 103 °C por 17 horas, sead@sultados apresentados em base Umida
(Brasil, 1992).

Os testes de germinagao foram conduzidos em salgedainacdo, em temperatura
constante de 25+1 °C, com 95+5% de umidade relatwen luz continua. As sementes foram
colocadas em rolo de papel germitest previamentedeoido até a saturacdo, sem excesso, com
duas folhas para base e uma para cobertura (MeBarbedo, 2007). As avaliagbes foram
realizadas a cada dois dias, sendo registradasy@nges que emitiram raiz primaria com mais de 1
cm, utilizadas para o célculo de sementes germimaweas que apresentaram capacidade de
producdo de plantulas normais, utilizadas paralaultdde germinacdo. Também foi calculado o
indice de velocidade de germinacao (IVG), segunduadila de Maguire (1962).

Para avaliagdo da condutividade elétrica, amodeas sementes foram acondicionadas em

recipientes plasticos e embebidas em 75 ml de dgiomizada, por diferentes periodos. Apds 0s
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periodos de permanéncia na solucéo, foram aval@atasieio de condutivimetro de bancada para
solucbes aquosas, modelo Marconi CA150 (MarcomngcRiaba), com medidor tipo caneta e faixa
de leitura de 0 a 20 mS.

Obtencdo de sementes com diferentes niveis de deiemcdo: visando a obtencédo de
diferentes niveis de deterioragcdo a serem comparpdl teste de condutividade elétrica, as
sementes foram submetidas ao envelhecimento adeldgigA) por diferentes periodos, em
temperatura de 42 °C, dentro de caixas do tipoogerbobre tela de aco inox e 40 ml de agua
destilada no fundo, evitando-se o contato diretagia com as sementes (Marcos Filho, 1994).

As sementes de AVMG e BVMG foram submetidas ao BAL2 horas, ja as de MVMG
foram submetidas ao EA por 6, 12 e 18 horas e as\idepor 6 e 9 horas. Dessa forma foram
obtidos os tratamentos AVYMG12, BVMG12, MVMG6, MVM@GIMVMG18, AVJ6 e AVJ9, além
das sementes ndo submetidas a EA, AVMG, MVMG, BV&IGVJ.

Condutividade elétrica de sementes ao longo das preiras 24 horas de embebicao:
sementes de AVMG, AVMG12, BVMG e BVYMG12 foram suliides a 10, 30, 60, 90, 120, 180,
360, 720 e 1440 minutos de embebicdo para, a sesguem avaliadas as condutividades de suas
solucdes, conforme descrito anteriormente.

Condutividade elétrica de sementes inteiras e de &éndes por diferentes periodos de
embebicdo: visando a verificar a influéncia da manutencadedgimento nas sementes, quando
submetidas ao teste de condutividade elétrica,eaeerstes dos tratamentos MVMG, MVMGB6,
MVMG12 e MVMG18 foram divididas em dois grupos, ndims quais se removeu manualmente o
tegumento, permanecendo apenas o embrido. A cumthade elétrica da solucdo foi entdo
avaliada, para sementes com ou sem tegumentolap@24, 48 e 72 horas de embebicao.

Condutividade elétrica de embrides ao longo das prieiras 24 horas de embebicéo e
apos troca da solucédo de embebicd@mbribes excisados de sementes de AVJ, AVJ6 e AVJ9

foram submetidos a 5, 10, 15, 60, 180, 360, 54046 minutos de embebicéo para, a seguir, serem
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avaliadas as condutividades de suas soluctes, roonfdescrito anteriormente. Para verificar a
influéncia de uma troca da solucado de embebicate dasse embrides foi removida das solucdes
apos 1, 3 e 6 horas e imersa em agua pura, patiaw@ma embebicado até totalizarem 9 enddas

de embebicéo.

Delineamento experimental e analise estatistica delineamento experimental utilizado
para todos os experimentos foi inteiramente camddi, em esquema fatorial 4x9 (niveis de
deterioracdo x periodos de embebicéo), 4x2x4 @ideideterioracdo x presenca de tegumento x
periodos de embebicdo) e 3x4x2 (niveis de detgdora periodos até substituicdo da solugcédo x
periodo total de embebicdo), com 3 repeticOes. é3sltados foram submetidos a analise de
variancia ao nivel de 5% e as médias foram comparextre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
(Santana e Ranal, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A coleta de sementes em diferentes locais e sebedies condicdes, submetidas a periodos
distintos de envelhecimento acelerado, permitirgnu@a-las em diferentes categorias, conforme
demonstrado na Tabela 1. O envelhecimento aceleaadbsado dentro dos agrupamentos AVMG,
MVMG, BVMG e AVJ, ocasionou perda gradativa da aigade germinativa (sementes
germinaveis) e da producdo de plantulas normaismfgacéo), permitindo a composicao de
sementes com evidentes niveis distintos de det€Aor necessarios para a avaliacdo das
metodologias de aplicacdo do teste de condutividiaegca.

Condutividade elétrica ao longo das primeiras 24 lras de embebicdo:A analise de
variancia nao apresentou interacdo significativéreemperiodos de embebicdo e niveis de
deterioracdo das sementes. Portanto, para as &smemin oS quatro niveis de deterioracao
utilizadas neste experimento (AVMG, AVMG12, BVMGBYMG12), o momento no qual se
avaliou a condutividade elétrica da solucao difei@nos mesmos materiais, ou seja, AVMG de

BVMG e este de BVMG12 (Tabela 2). Da mesma forma|guer dos lotes analisados apresentou
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a mesma evolucéo na liberacao de eletrélitos pacdugéo, de forma crescente e continua até as 24
horas nas quais as sementes permaneceram imeosaga@ndo-se as diferencas observadas nos
valores de condutividade elétrica (Tabela 2) coralagias no teste de germinacao (Tabela 1) nota-
se o potencial de utilizacdo daquele para estimatas qualidade fisiologica das sementes de pau-
brasil, uma vez que a condutividade elétrica acoimpa as mudancas nos valores de sementes

germinaveis, germinacéao e IVG.

TABELA 1. Valores obtidos para teor de agua (imeditamente apds os periodos de
envelhecimento acelerado), sementes germinaveis dpusdo da raiz
primaria), germinacdo (plantulas normais) e indice de velocidade de
germinacdo (IVG) de sementes deCaesalpinia echinata de diferentes
procedéncias e épocas (AVMG e BVMG: Mogi-Guacu emO0R7; MVMG:
Mogi-Guagu em 2008; AVJ: Jau) e submetidas a diferdes periodos de
envelhecimento acelerado.

NIVEIS DE TEOR DE SEMENTES GERMINACAO  IVG
DETERIORACAO AGUA (%) GERMINAVEIS (%) (%)

AVMG 10,8 71 ab 49 a 5,43 a
AVMG12 12,4 55 bc 29 ab 3,12 bcd
MVMG 12,5 50 bc 30 ab 3,47 bc
MVMG6 14,9 45 bcd 35ab 3,90 ab
MVMG12 17,0 20 d 12 b 1,60 de
MVMG18 19,8 18d 7b 1,57 de
BVMG 10,8 42 cd 22 ab 2,12 cde
BVMG12 12,2 33cd 9b 1,73 de
AVJ 11,2 86 a 27 ab 2,04 cde
AVJ6 14,7 46 bed 13 b 1,07 e
AVJ9 15,0 43 cd 13 b 1,13 e

CV (%) 19,75 32,58 21,65
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Os valores de condutividade elétrica durante asngwas 24 horas de imersdo
demonstraram, também, que as sement&s @ehinatdiberam grande quantidade de eletrélitos ja
nos primeiros 30 minutos da embebicéo, atingindoacde um terco dos valores finais (Tabela 2).
Além disso, comparando-se com outras espécies esleess sdo bastante elevados; por exemplo,
em sementes de outras leguminosas, os valoreosbitas primeiros 10 minutos (50 a 77 uS.cm
1 gt Tabela 2), em sementes de pau-brasil, serianvaqotes aos relatados ap6s 24 horas de
embebicdo para sementes de soja (Barros e Marltwg EB97), inggBarbedo e Cicero, 1998) e
jacaranda-da-Bahia (Marques et al., 2002). A gragdentidade de eletrolitos liberados nas
primeiras horas de embebicdo pode ser relacionagaogesso de reorganizacdo das membranas,
gue voltam a apresentar sua caracteristica semggeehapds as primeiras horas de embebicéao,
caracterizada como fase | da germinacao (BewlelnekBL994; Marcos Filho 2005). A entrada da
agua nesta fase € controlada apenas pelo gradiemetencial hidrico (Bewley e Black 1994) e
podem nado ser verificadas diferencas fisiologicasree as sementes devido ao inicio do

metabolismo, que ocorre apenas a partir da fade glerminacéo (Beckert et al. 2000; Marcos Filho

2005).

TABELA 2. Condutividade elétrica (uS.cm’.g?) da solucdo de embebicdo de sementes e
echinata com diferentes niveis de deterioracdo, apés diferes periodos de imersao.
Médias seguidas pela mesma letra (mailsculas paraoroparacdo entre linhas,

mindsculas entre colunas) ndo diferem entre si peteste de Tukey, a 5%.

Niveis de Tempo de imersao na solugéo de embefigaatos) Médias
deterioracdo 10 30 60 90 120 180 360 720 1440
AVMG 50 78 101 104 103 139 145 175 276 130 C
AVMG12 54 100 114 122 125 130 153 163 276 138 BC
BVMG 56 90 113 111 120 146 172 197 321 147 B
BVMG12 77 100 120 127 131 155 180 213 339 160 A

Médias 59¢ 92f 112ef 116e 120de 143t62c 187b 303a
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Outro aspecto importante observado na evolucadibdeatao de eletrélitos foi o aumento
continuo do valor da condutividade elétrica at4édoras de imersdo das semen&#n houve
evidente tendéncia a estabilizacdo dos valoresodéutividade elétrica até o dltimo periodo
avaliado, indicando a possibilidade de que esskesegapoderiam continuar em marcha crescente
caso as sementes permanecessem imersas por npances. Conforme apontado anteriormente,
a liberacdo de eletrélitos deveria ser progressivaen reduzida a medida em que a semente
reorganiza seu sistema de membranas, principalnaentmal da fase | da germinacédo (Bewley e
Black, 1994; Marcos Filho, 2005) que, para semedé&pau-brasil, encerra-se por volta de 120
minutos (Lamarca et al., 2009). Contudo, verifisgugue mesmo apos esses primeiros 120 minutos
as sementes de pau-brasil continuaram a liberadgsaquantidades de eletrolitos, chegando a mais
do que duplicar esses valores até as 24 horas eesdm (Tabela 2). Sementes de pau-brasil
apresentam tegumento bastante sensivel a alterdgdenidade do ambiente e pouco resistentes a
impactos fisicos (dados nao publicados). Além diapoesentam grande quantidade de estdbmatos
na superficie (Teixeira et al., 2004) e elevada&#émria de fungos, mesmo em sementes imaturas
(Lisb6a-Padulla et al., 2009; Padulla et al., 201B3sas caracteristicas poderiam explicar a
evolucdo dos valores de condutividade elétrica a@sse caso, ndo estariam correspondendo
necessariamente a distintos niveis de deteriodgsigementes.

Condutividade elétrica de sementes inteiras e de &éndes por diferentes periodos de
embebicdo: a analise de variancia indicou interacdo entrerés fatores, ou seja, niveis de
deterioracdo, periodos de embebicédo e presencdmdentegumento. Portanto, conforme previsto
no experimento anterior, a presenca do tegumertde plerar a resposta esperada da relacéo entre
condutividade elétrica e nivel de deterioracdo skmentes de pau-brasil. Considerando-se 0s
valores de germinacdo das sementes com difererntess rde deterioracdo obtidos apds os
tratamentos de envelhecimento acelerado (MVMG6, MBA4 e MVMG18) em relacdo as

sementes sem envelhecimento (MVMG), verificou-se gsl principais diferencas ocorreram entre
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as sementes MVMG e as MVMG12 e MVMG18 (Tabela ljpauvez que 6 horas de
envelhecimento (MVMG6) ndo promoveram diferencassementes germinaveis, germinacao ou
mesmo IVG. O emprego do teste padronizado de codiade elétrica (sementes integras
embebidas por 24 horas - Dias et al., 2006) nda thkagnosticado as diferencas nos niveis de
deterioracdo das sementes de pau-brasil (Tabel&@)tudo, a remocdo do tegumento e a
embebicdo de embrides permitiu separar eficientanas sementes MVMG das MVMG12 e

MVMG18 (Tabela 3).

TABELA 3. Condutividade elétrica (uS.cm’.g?') de sementes e embrides d& echinata, com diferentes
niveis de deterioracdo, apos diferentes periodos dmbebicdo. Médias seguidas pela mesma
letra (minUsculas para comparacdo entre niveis deetierioracdo, mailscula para sementes

e embrides e italicas para periodos de embebicaddmdiferem entre si pelo teste de Tukey,

a 5%.
Periodos de MVMG MVMG6 MVMG12 MVMG18
embebicdo Sement&Embrido Semente Embrido Semente Embrido Semdinebrido

12 h 201 aB 306 ak 207 a 325 akc 255 a 333 ak 266 aBl 337 aAl
24 h 358 aB 434 bAb 396 aB 479 abh 405 aBb 537 ah 360 aE 541 ak
48 h 516 a@ 678 afa 533 al 661 abA 523 aBa 605 bAab 543 aB 655 abAd
72 h 521 bB 711 bAa 570 bBa 702 bAa 592 bBa 696 bAa 702 aly 797 ala

CV (%) 7,80

A diminuicdo do periodo de embebicdo tem produrédnltados satisfatorios para algumas
espécies como soja, feijdo-mungo-verde e raculas(Bi Marcos Filho, 1996; Alves e S&, 2009;
Araujo et al., 2011). Contudo, para as sementgmdebrasil a reducdo de 24 para 12 horas nao foi
eficiente, nem mesmo quando se utilizaram embgées tegumento (Tabela 3). Por outro lado, o
aumento do periodo de embebicdo, que se mostrciargé para outras espécies, como jacaranda-
da-Bahia (Marques et al., 2002), somente permigse@aracao entre MVMG e MVGM18 e, ainda

assim, ap0s 72 horas de embebicdo. Os resultatidehesses experimentos indicam que o teste
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de condutividade elétrica, em sua forma padronizada seria eficiente para o diagnoéstico do nivel
de deterioracéo de lotes de sementes de pau-lsesiélhantemente ao observado para sementes de
fumo (Carvalho e Novembre, 2011). Contudo, ajustessa metodologia, como a embebicdo de
embrides excisados, podem gerar metodologia efecieara tal diagnostico. Em todos os niveis de
deterioracéo, foram observadas diferencas sigtifecanas taxas de liberacdo de eletrélitos entre
sementes inteiras e embrides (Tabela 3). Portarteyumento em sementes@eechinataapesar

de sua permeabilidade (Teixeira et al., 2004), padatuar como uma barreira permanente a
difusdo de exsudados para a solucdo de embebicanteldodo o periodo de imersao (24 horas),
diferentemente do observado em sementes de sgajuaas tal impedimento ocorre apenas nas
primeiras 8 horas (McDonald et al., 1988).

O tegumento pode atuar, também, como uma barrep@d@ia entrada brusca de agua,
evitando assim danos causados por embebicdo (DKk&efuda, 1981). Isso poderia evitar, ainda,
a liberacdo de determinados exsudados que facildadesenvolvimento de microorganismos
patogénicos durante as primeiras fases da gernoin&gd sementes de pau-brasil, a remoc¢éao do
tegumento poderia resultar em maior rapidez naastde liberacdo; consequentemente, o periodo
para estabilizacdo da liberacdo de lixiviados daveer menor do que 0 gasto com sementes
integras, o que ndo ocorreu neste trabalho notentdpesar dos maiores valores de liberacdo de
eletrdlitos pelos embrides excisados, tanto estemtq oS que permaneceram com o0 tegumento
apresentaram estabilizacdo na liberacdo em pergasosihantes.

Os aumentos na lixiviacdo de eletrdlitos ao longe periodos de embebicdo (Tabela 3)
foram continuos para todos os niveis de deteriordgd sementes, tanto para sementes integras
guanto para embrides excisados, principalmenteastprimeiras 48 horas. No entanto, a partir
destas 48 horas, apenas as sementes mais de&sigkdMG18) tiveram significativo aumento
na condutividade elétrica, provavelmente devidofato de suas membranas demorarem mais

tempo para restabelecimento de sua caracteristicgpermeavel, havendo assim, maior periodo de
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lixiviacado de exsudados (Cheng et al., 2005).

Condutividade elétrica de embrides ao longo das prieiras 24 horas de embebicdo e apods
troca da solucdo de embebicdoa liberacdo de eletrélitos dos embrides excisaldopau-brasil

nao ocorreu de forma continua até as 24 horas tel@gdo, para qualquer nivel de deterioracao
das sementes (Figura 1), verificando-se nitida&ecid de reducéo nas taxas dessa liberacdo apés
as primeiras 9 horas (Figura 1, A, C e E). Alénsalislas 3 primeiras horas de embebicdo até as 6
horas seguintes houve continua e expressiva redachtoeracao de eletrélitos até que tal liberacao
guase nao ocorresse mais (Figura 1, B, D e F).riff pg@sse momento, uma nova fase de liberagéao
foi iniciada. Esse padréo de liberacdo de elet®itara a solucdo de embebicdo poderia ser um dos
responsaveis pela baixa eficiéncia do teste deutmbde em separar sementes de pau-brasil com
diferentes niveis de deterioracdo. Assim, todaseasentes estariam liberando grandes quantidades
de eletrdlitos nas primeiras horas de imersdogtapor danos por embebicdo, uma vez que a
absorcdao inicial de agua por sementes dessa espguiéo rapida, atingindo a fase Il apoés 2 horas

de embebic&o (Lamarca et al., 2009).
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na condutividade elétrica apds avaliacao anterior.



20

Baseando-se nessa hipotese, embribes de pau-theasiferentes niveis de deterioracao
(AVJ, AVJ6 e AVJ9) foram imersos em agua por 1, 8 leoras, para uma primeira remoc¢ao de
eletrolitos, sendo entdo transferidos para novea &agé completarem 24 horas de embebicao,
guando se avaliou a condutividade elétrica desdasdes. Nao foram observadas interacdes entre
os fatores Niveis de deterioracdo e Periodo. Askimpossivel verificar que qualquer um dos
periodos de troca gerou os mesmos resultados,aselpaas amostras em dois lotes distintos,

semelhante ao observado nos testes de germinagidelds 1 e 4).

TABELA 4. Condutividade elétrica (uS.cmi'.g') da solucdo de
embebicdo de embrides d€. echinata, apds 24 horas
de imersdo em agua, de sementes com diferentes rdve
de deterioracdo (AVJ, AVJ6 e AVJ9: respectivamente,
sem envelhecimento acelerado, com 6 horas e com 9
horas de envelhecimento), sem troca da solucdo cane
troca por agua pura ap6s 1h, 3h e 6h, apés diferezd
periodos de embebicdo. Médias seguidas pela mesma
letra (mindsculas para comparacdo nas colunas,
maiusculas nas linhas) ndo diferem entre si pelo g
de Tukey, a 5%.

Niveis de Periodo decorrido até a troca da solucdo
deterioracdo  Sem troca 1 hora 3 horas 6 horas Média
AVJ 422 328 253 197 300 B
AVJ6 484 395 339 273 373 A
AVJ9 464 375 334 267 360 A
Média 456 a 366 b 309 c 246 d

Contudo, considerando-se que os lotes AVJ6 e AwWAnf estatisticamente

semelhantes entre si (Tabela 1), a troca realiapda 3 horas apresentou resultados mais
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préximos entre esses lotes, mostrando indiciosugehg possibilidade de se obter uma
analise mais homogénea quando realizada a trosaldgéo apos esse periodo. Essa troca
da solucdo, embora nédo prevista na metodologigicido teste de condutividade elétrica,

mostra-se promissora para sementes de pau-brasil.

CONCLUSOES

* O teste de condutividade elétrica apresenta pakeperra diagnostico de sementes de pau-
brasil com diferentes niveis de deterioracdo, neasssita ajustes metodoldgicos;

* para essas sementes, o teste deve ser realizadendomdes excisados;

» atroca da solugdo de embebicdo por agua pura,aagiseira hora de imersdo das sementes,
pode ser importante para o correto diagndsticoidel de deterioracao das sementes.
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CAPITULO 2

Utilizac&o de solucdes salinas saturadas para obtgio de isotermas de sorcéo de

agua de sementes d@aesalpinia echinata Lam. (Pau-Brasil)
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Resumo —Isotermas de sorcdo de agua expressam a relac@ aemuantidade de agua das
sementes e 0 ar em seu entorno, para obtencas,d&&tautilizadas solugdes salinas saturadas, que
produzem pressdo de vapor de agua constante, eperggnra constante, no entanto ainda é
desconhecida a dinamica de equilibrio entre ax;8efisalinas saturadas e o ar, e como esta é
afetada a partir da inclusdo de sementes. Nedballi@a objetivou-se verificar o periodo de
equilibrio da umidade relativa do ar em frascosnlé¢icos, a partir da inclusado de solugdes salinas
saturadas de KCI, NaCl, NaN@ CaBs em diferentes propor¢cdes, com ou sem a inclusdo de
sementes d€aesalpinia echinatd.am. Observou-se que o periodo para equilibricadsem a
presenca de sementes, foi de aproximadamente paliadodas as solucdes e proporcbes. Com a
introducéo de sementes, o periodo foi de aproximadge 3 dias para os sais KCl e NaCl em todas
as proporcoes, e de 12 dias para os sais NaNtaBg, sendo observadas diferencas na velocidade
e nas umidades relativas obtidas entre as propr@endo assim, para utilizacdo de solucbes
salinas, a definicdo do equilibrio higroscopicoalser baseada em comparacdes entre o potencial
hidrico das sementes e do ar, sendo que a quaatdidsolucdo salina saturada pode gerar
interpretacdes divergentes quanto ao teor de agresentado pelas sementes apos o equilibrio

higroscopico.

Palavras chave: Solucdes salinas saturadas, Isstedms sorcdo de agu@aesalpinia echinata

Lam.
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Abstract - Water sorption isotherms illustrate the relatiotwsen the amount of water in the seeds
and in the air around them, these are obtainedyssturated salt solutions, that produce constant
water vapor pressure at constant temperature, thevess is still unknown the dynamic of
equilibrium between saturated salt solutions areddin, and how both can be affected after the
inclusion of seeds. This work aimed to verify thecessary period for equilibrium of relative
humidity in hermetic chambers, since the inclusidbsaturated salt solutions of KCI, NaCl, NaNO
and CaBs in different proportions, with or without seeds@diesalpinia echinatham. The period

for the equilibrium of the air without the presenok seeds was approximately 2 days for all
solutions and proportions. With the introductionsekds, the period was approximately 3 days for
KCIl and NaCl in all proportions, and 12 days folN@ CaBp, was observed differences in speed
and relative humidity obtained between the propodi Thus, for saturated salt solutions, the
definition of equilibrium moisture content must based on comparisons between the water
potential of seed and the air, furthermore, the wrhaf saturated salt solution can generate

controversial interpretations of the water of teeds after the hygroscopic equilibrium.

Index terms: Saturated salt solutions, Water songgothermsCaesalpinia echinatham.
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Introducao

As sementes sdo organismos altamente higroscégstasdo constantemente num processo
dindmico de troca de umidade (Carvalho e Nakaga®86)l isto, devido a sua capacidade de
retencdo de agua, determinada principalmente metgpasicdo quimica da semente, associada a
guantidade de agua da atmosfera (Marcos Filho 2@@5)do assim, a agua tem grande influéncia,

na fisiologia de sementes, participando de diveesestos metabdlicos (Alpert e Oliver 2002).

As sementes cedem ou absorvem agua do ar que @seertrsta dinamica de troca hidrica
€ controlada pela diferenca de pressao de vapéagutacontida na semente e a pressédo de vapor da
agua dispersa no ar. Quando a pressao da agugeldica da semente se iguala a pressao de
vapor do ar ambiente, obtém-se o equilibrio higipgo (Carvalho e Nakagawa 1986; Marcos

Filho 2005)

Solugdes salinas saturadas produzem pressao de dapagua constante em temperatura
constante (Vertucci e Roos 1993; Sun 2002; Meder@36) e sdo largamente utilizadas em
pesquisas que visam a analisar as relacdes enidadenrelativa do ar, temperatura e grau de
umidade de equilibrio das sementes (Vertucci e R888; Walters 1998; Walteet al. 1998; Mira
et al 2010; Choudhuret al. 2011; Baziret al 2011). Esta relacao € obtida a partir de isotstea
sorcao de agua, que sdao uma importante ferramenéstando das relacdes hidricas em sementes

(Vertucci e Roos 1993; Sun 2002).

Estudos dessa natureza visam, principalmente, rétifidacdo do ponto critico de agua,
visando obter maximo periodo de armazenamento (Zhein al 2010), objetivando o
armazenamento em diferentes temperaturas (Waltexls 1998; Ballesteros e Walters 2007), ou a
definicdo de modelos que possam ser aplicaveiseasdis espécies (Ellis e Roberts 1980; Ellis

al. 2006). Além disso, buscam verificar os efeitoglifierentes métodos de secagem (Wesley-Smith
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et al. 2001; Buttleret al. 2009) e de deterioracdo controlada (Fessal. 2005; Silva et al. 2010)

sobre a qualidade fisioldgica de sementes.

No entanto, sdo inexistentes na literatura estgdesanalisem a dinamica de equilibrio do
ar no interior dos frascos herméticos durante ag®em, o periodo necessario para equilibrio
higroscopico das sementes e se este pode sereladg&acordo com a espécie, teor de agua, ou

mesmo com quantidade de solucdes salinas saturagddsascos herméticos.

Este trabalho teve por objetivo avaliar o periogeessario para equilibrio da umidade
relativa do ar em frascos herméticos a partir dedinicdo de solucdes salinas saturadas e da

introducédo de sementes Gaesalpinia echinatham. (pau-brasil).
Material e Métodos
Obtencao do Material Vegetal

Foram utilizadas sementes provenientes da Re&toldgica e Estacdo Experimental de
Moji-Guacu, em Mogi-Guacu, SP (47°08'W, 22°15'S),ano de 2005, que foram coletadas e
armazenadas em camara fria, a 5°C, onde permameastao inicio dos experimentos, realizados
em 2010. Testes de germinacao realizados com sssantes demonstraram que, por ocasido de
sua utilizacdo no presente trabalho, estavam imisaw que era desejado pois a atividade
metabdlica de sementes poderia interferir na dgtatée da umidade relativa do ar, dificultando seu

equilibrio higroscopio com as solugdes salinas.

As sementes d€. echinataforam acondicionadas em frasco hermético com ufeida
relativa de aproximadamente 100% (+5%), controlgeartir de agua deionizada, sem entrar em
contato com a agua, durante uma semana, para El@n e homogeneizacao de seu teor de agua.

A segquir, as sementes foram retiradas e utilizadasxperimentos descritos a seguir.

Determinacdes fisicas
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As sementes foram caracterizadas quanto ao tegudee potencial hidrico. O teor de agua
foi determinado gravimetricamente, pelo método stafa a 103C, por 17 horas (ISTA 1985).
Foram medidos os potenciais hidricos, separadanamimbrides excisados e de tegumentos, por
meio de medidor WP4 (Decagon, Pullmann), que seidas temperatura do ponto de orvalho para

obtencado do potencial hidrico. Os valores foranresgos em -MPa.
Solugdes Salinas Saturadas

Foram utilizados os sais Cloreto de Potassio (KClIpreto de Sédio (NacCl), Nitrato de
Saodio (NaNQ@) e Brometo de Céalcio (Capfr Para obtengdo das solugdes, frascos com agua
deionizada foram acondicionados em ambiente hezrméti 25°C (x1°C), adicionando-se sal a

solucao até a formacédo do precipitado, conformedaébgia descrita por Vertucci e Roos (1993).

Os valores de umidade relativa do ar dos frascasrfambtidos e gravados por meio de
Higrobmetro Data Logger e Estacdo Meteoroldgica, efed030.15 (Incoterm, Porto Alegre)
doravante denominado apenas como higrémetro, pragla para gravacao dos dados obtidos apés
diferentes periodos. Este equipamento baseia-s#engdo de umidade relativa e temperatura,
utilizando-se de diferentes bases periféricas qrengnecem em contato com o ar controlado e
comunicam-se com a base central. Esta efetua agawlos dados, a partir de ondas de radio,

possibilitando assim, a afericdo sem a abertufaadoo hermético.

Para cada sal, foram definidas 4 proporcdoes dec@es salinas, estabelecendo relacoes
entre volume de solugéo : volume de ar, este @douh partir do volume padréo de 1.280 ml. Este
volume padréo foi calculado tendo como base o veltotal do frasco hermético e subtraindo-se o
volume ocupado pela solugéo salina saturada eusvobproximado da base do higrometro. Dessa
forma, estabeleceram-se as seguintes proporcoesvatime de solugcdo/volume de ar, doravante

denominadas proporcdes solucdo/ar: 1/128 (73,1064 (1,56.18), 1/32 (3,1.16) e 1/16 (6,2.10
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%). Para se obterem estas relacées foram utilizaglsgectivamente, 9,90, 19,66, 38,73 e 75,18 ml

de solucéo.

Os valores de umidade relativa obtidos por meiohdgémetro foram convertidos a

potencial hidrico (-MPa) a partir da formula:
¥=-(In (aw).T.4,55/10)

Onde:

¥: potencial hidrico do ar

ay : Atividade da agua (UR%/100)

T: Temperatura (Kelvin)

Periodos para equilibrio do ar de frascos herm&ti@ partir da inclusdo de solucdes salinas

saturadas em diferentes proporcdes

Neste experimento, inicialmente foram inseridaxpradamente 100g de silica-gel, em
pérolas, em frascos herméticos contendo higréomegnalado para efetuar medi¢ces a cada 3 horas,
permanecendo no frasco hermético durante uma serahgprocedimento visou a reduzir a
umidade relativa do ar para valores de aproximadtame2o (+5). ApOs esse periodo, o frasco de
silica-gel foi retirado e imediatamente substitujplr solucbes salinas saturadas dos sais e

propor¢cdes descritos anteriormente.

As solucdes permaneceram no frasco hermético aéogequilibrio higroscopico fosse
atingido, ou seja, quando nao foram registradasg@es maiores do que 5% na umidade relativa
do frasco durante 4 horas. ApOs esse equilibritasco contendo solucdo salina saturada foi

retirado e novamente substituido por frasco comteificta-gel azul em pérolas.

Periodos para equilibrio do ar de frascos hermé&ticontendo solu¢des salinas saturadas a partir

da inclusdo de sementes@aesalpinia echinataam.
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Solucbes salinas saturadas nas proporcoes antentenuescritas foram inseridos em
frascos herméticos contendo higrémetro regulada efetuar medicGes a cada 9 horas. As solucdes
salinas saturadas permaneceram durante 48 horfagseo hermético quando, entdo, inseriram-se
50 sementes d€. echinata As sementes permaneceram no frasco herméticajaenovo
equilibrio higroscépico fosse atingido, considergdando ndo foram registradas variacbes maiores
do que 5% na umidade relativa do frasco duranterdsh Ao final desse periodo, as sementes
foram retiradas e caracterizadas quanto ao teakgda e potencial hidrico, conforme descrito

anteriormente.
Delineamento experimental

Os experimentos de periodos para equilibrio paradade relativa foram realizados em duas
repeticdes, sendo os resultados expressos a gamirédias simples. O teor de agua e o potencial

hidrico foram realizados em duas repeticées deneses cada.

Resultados e Discussao

Periodos para equilibrio do ar de frascos herm&ti@ partir da inclusdo de solucdes salinas

saturadas em diferentes proporcdes

Em todos os sais observados, o periodo médioepaiitibrio foi de aproximadamente 1000
minutos (16 horas), podendo ser observadas pequoerdgencas na umidade relativa do frasco apos
esse periodo (Figura 1). No entanto, as variagcgedaram maiores que 5%. O potencial hidrico,
por sua vez, variou de aproximadamente -200 MP&aBy, a -25 MPa em KCI, correspondendo a
umidades relativas do ar de, aproximadamente, 28584 respectivamente (Figura 1 A, C, E e G).
Deve-se salientar que esse periodo médio parailegquilfoi contado a partir de valores
extremamente baixos de umidades relativa, obtipés mcluséo de silica-gel em pérolas. Portanto,

a partir de outros valores de umidade relativa ess@odo pode ser variavel. Por esse motivo,
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estabeleceu-se uma margem de erro para o equililgrioscopico, sendo este considerado como

atingido apds aproximadamente 3000 minutos (48shora
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Figura 1. Umidade relativa do ar de camaras hecagth 25°C, contendo soluc¢des salinas de KCI (A e
B), NaCl (C e D), NaN®@ (E e F) e CaBr(G e H) apés diferentes periodos de incubaca€, A e G:
sem a presenca de sementes. B, D, F e H: com angeesle sementes d& echinata,com teor
aproximado de 35% (base Uumida) de agua. Foram adasbsolucdes em diferentes proporgcbes entre
volume de solucdo salina e volume de ar (D) (07,8.10% %1,56.10% 013,1.10% A6,2.10%. As
medicBes foram plotadas em intervalos de 3 hafas8,(C, D, E, G,) e em intervalos de 9 horas (e

No detalhe, potencial hidrico (-MPa).
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N&o foram observadas diferencas na velocidade diilegp do ar, entre as diferentes
propor¢cdes solucao/ar utilizadas (Figura 1 A,C,B)e Os valores de umidade relativa, quando
convertidos em potencial hidrico, mostraram difeasnmaiores para as proporcdes solucdo/ar
guando a umidade relativa era menor. Isso se deV@@do potencial hidrico ndo apresentar uma
relacéo linear entre quantidade de agua disponivalr e nas solucdes salinas saturadas, mas sim
entre as forcas de atracdo a agua, que tendem @oggessivamente maiores de acordo com a
diminuicdo da umidade relativa no ambiente (Sun2208endo assim, com a diminuicdo da
umidade relativa, pequenas alteracbes correspoadgiandes mudancas nos valores de potencial

hidrico do ar e esta relacao € inversa em umidads/as maiores.

Isto é reforcado pela idéia de que, em experimesoslvendo relacdes hidricas, além da
guantidade de agua, deveriam ser consideradas ran#dorca de atracdo gerada através da
retirada desta, expressas pelo potencial hidriomocja descrito por Simon e Wiebe (1975) ao
avaliar danos por embebicdo em sementes de ewiWertucci e Roos (1990) ao propor que as
condicbes de armazenamento de sementes fossenddmsepartir da atividade de agua do ar em

equilibrio com as sementes e ndo apenas em tégude

Periodos para equilibrio do ar de frascos hermé&ticontendo solu¢des salinas saturadas a partir

da inclusdo de sementes@aesalpinia echinataam.

A tabela 1 expressa os resultados de teor de aguatemcial hidrico obtidos apds o
equilibrio com as solucbes salinas. Em funcdo daabdisponibilidade de sementes, quando
constatados valores semelhantes de umidade rekatira as diferentes proporgcdes efetuou-se

apenas uma avaliacao do teor de agua e potendraichdla proporcédo 1/16.

As sementes, quando retiradas da incubacdo em fatamantrolada por meio de agua
destilada, apresentavam por volta de 32% de &aguwese (bimida), correspondentes a

aproximadamente -15 MPa. Quando inseridas nososasmtendo as solucdes salinas, observou-se
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imediatamente um aumento nos valores de umidadvieedo ar, indicando que a agua contida na
semente foi facilmente deslocada para o ar dosdsas para as solucdes salinas (Figura 1 B,D,F e

H).

Nas umidades relativas controladas por meio dec8ol salina saturada de KCI, as
alteracbes na umidade relativa apos a inclusdosdasentes foram quase imperceptiveis. No
entanto, na solucdo de NaCl verificou-se uma léeeaggdo na umidade relativa que aumentou nas

solucbes de NaN{& CaBgp(Figural B, D e F).

Tabela 1. Umidade relativa do ar (média), teor daade potencial hidrico de embrido sem
tegumento e tegumento de sementeLdesalpinia echinatdam. apds equilibrio em atmosfera
controlada por meio de solugdes salinas saturaB€H NaCl, NaNG na propor¢éo 3,1.10

Potencial Hidrico (-MPa)

Umidade Relativa (%) Teor de agua (%)

Embrido Tegumento
KCI 85 16,5 27,6 34,3
NacCl 75 12,7 44,5 50,0
NaNG, 65 10,7 67,5 75,0

Nas solucdes de KCI e NaCl, considerou-se equoliypids aproximadamente 4000 minutos
(66 horas), o potencial hidrico das sementes faxipro ao calculado a partir da umidade relativa
do ar, confirmando o equilibrio higroscopico (TabglFigura 1 B e D). Nos sais NapN©CaBsg, 0
periodo necessario para equilibrio das sementemdmr, aproximadamente 17000 minutos (283
horas / 12 dias), além disso, foram observadasrewmidiferencas entre potenciais hidricos das

sementes e do ar (Figura 1 F e H).

As primeiras fases da embebicdo da semente sam@ui fisicas, controladas apenas pelo
potencial matricial e osmotico (Bewley e Black 1p@brtanto, quanto maiores as forcas de atracéo
da semente a agua, maiores diferencas poderabsmwvadas em pequenas alteracdes na umidade
relativa, causadas por fatores como mudancas dpetatnra, ou mesmo a manipulacdo das

sementes.
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N&o foram observadas diferencas entre as prom@eolucédo salina utilizadas nos sais
KCIl e NaCl (Figura 1 B e D), no entanto a partiridelusdo do sal NaNf) os decréscimos na
umidade relativa ocorreram mais rapidamente nagogdp 1/16, quando comparados as outras
proporc¢des utilizadas (Figura 1 C). Em Caf®ram observadas néo so6 diferencas mais expressiva
na velocidade de decréscimo como também nos vdimas de umidade relativa, na proporcéo
1/128, o equilibrio higroscépico foi obtido em agmadamente 56% enquanto que todas as outras
proporcdes apresentaram equilibrio por volta de 3Btgura 1 H), estas diferencas também

puderam ser constatadas nos valores de teor deeqmpiancial hidrico das sementes (tabela 2).

Tabela2. Umidade relativa do ar, teor de 4gua engal hidrico (-MPa)
de embrido sem tegumento e tegumento de sement€aeakalpinia
echinata Lam. apds equilibrio em atmosfera controlada peiontde
solugéo salina saturadas de CaBr2 em diferentgomies.

CaBp

Proporcdes Teor de agua (%)

Potencial Hidrico (-MPa)

Embrido Tegumento
7,8.10° 7.5 91,5 97,3
1,56.10° 6,5 -116,8 -131,7
3,1.10° 6,3 -128,3 -136,5
6,2.10° 6,5 -112,1 -145.8

Isotermas de sorcdo expressam a dependéncia dddemgua em relacdo a atividade da
agua do ambiente, em temperatura constante (Su2),20@€m sido largamente utilizadas para a
analise de relacdes hidricas em sementes por ingigdancas no estado energético da agua em
sementes (Vertucci e Roos 1990 e 1993; Walters;1BaBesteros e Walters 2007; Gazor 2010;
Bazin 2011; Butleret al. 2009; Choudhuryet al. 2011), e a melhor forma de obtencdo destas

isotermas € por meio da utilizacdo de solu¢cdesambaturadas.

As sementes permanecem em contato com as solugfiegs ssaturadas até o equilibrio

higroscopico, constatado a partir de avaliacOegigéiricas, realizadas diariamente (Gazor, 2010;
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Abreu 2009), semanalmente (Vertucci e Roos 19%@gando até mesmo a avaliacdo apos 6 meses

de permanéncia (Ballesteros e Walters 2007).

No entanto, comumente, a amostra € retirada dadré®rmético para pesagem, e,
considerando que a troca gasosa entre o ar presenfimsco hermético e a atmosfera externa
ocorre por difusdo quase que instantaneamentesagidsrtura do frasco, a umidade relativa interna,
anteriormente mantida em equilibrio por meio ddscé®s salinas saturadas, sofre mudancas e

entra novamente em processo de equilibrio aposhafeento da camara.

Além disso, os diferentes tipos de agua nas sesjatitgamente observados nas isotermas
de sorcao (Vertucci e Roos, 1990; Marcos Filho 20@presentam diferentes potenciais hidricos
devido as forcas de atracdo pela agua e portantetirada da agua tende a ser mais lenta quanto
maiores forem estas forcas, fazendo com que aesantre potencial hidrico e teor de agua néao
sejam lineares, como 0 expresso por Sun (2002). égplica porque sementes submetidas a
secagem em solucdes salinas saturadas que promawvesiades relativas mais baixas, como
NaNQ; e CaBg, levam mais tempo para apresentar o equilibrimb@pico (Figura 1 F e H), que
poderia ser confirmado comparando-se 0s potenidricos apresentados pelas sementes, com o

obtido a partir da umidade relativa do frasco em egtas estdo acondicionadas.

Ballesteros e Walters (2007) e Baginal. (2011), ajustaram suas isotermas, considerando
gue os valores de umidade relativa, obtidos arpdatiutilizacdo de solucdes salinas saturadas,
foram os mesmos sumarizados por Vertucci e Rod3j1®&u Sun (2002) a partir de trabalhos de

Winston e Bates (1960) e Rockland (1960).

No entanto, a quantidade de solucdo salina satm@ftfasco pode gerar umidades relativas
diferentes das expressas por estes autores, gaetamaiigéncias entre o teor de agua de equilibrio e

a real umidade relativa presente na camara. Poyfaaita a utilizacdo de solucdes salinas saturadas,
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deve-se considerar, além do teor de agua das ssmemt potencial hidrico das mesmas,

comparados ao real potencial hidrico das camarasétieas.

Conclusodes

S&0 necessarias 48 horas para equilibrio da umiddalesa do ar a partir da inclusao de
solucbes salinas saturadas em ambiente herméticaa ggresenca de sementes, e 12 dias

com a presenca das sementes;

A gquantidade de solugdes salinas presente no atebimrmético influencia ndo sé a
velocidade de equilibrio da umidade relativa do@ano também o equilibrio desta ao final

do periodo;

Para a determinacdo do equilibrio higroscépico,eds comparar o potencial hidrico

apresentado pelas sementes e o presente no abdmsarhermético.
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CAPITULO 3

Potencial de armazenamento de sementes Gaesalpinia echinata Lam. em

temperatura ambiente
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Resumo -O armazenamento de sementes em temperatura améiemea importante ferramenta
como estratégia de conservagosity diminuindo os custos de sua manutencdo. No entast
altas taxas de deterioracdo, causadas principadnpaté producéo de radicais livres, diminuem o
potencial de armazenamento. Diante disso, a busctea@ de agua Otimo para este tipo de
armazenamento assume papel fundamental. Estehwatesle como objetivo verificar o potencial
de armazenamento de semente€adesalpinia echinatham. em diferentes teores de agua, obtidos
através de solucdes salinas saturadas, em tempeaatbiente, bem como verificar os efeitos do
armazenamento nas taxas respiratorias destas.enteEs apresentaram-se tolerantes a teores de
agua abaixo de 5%, no entanto ainda apresentam paigncial de armazenamento em temperatura
ambiente. Esta réapida deterioracdo pode ser rekad# as altas taxas oxidativas observadas,
indicando que outros fatores podem estar relacmsad baixo periodo de armazenamento destas
sementes, como a fotooxidacao.

Palavras chave: armazenamento, tolerancia a deésecaspiracdo, fotooxidacdGaesalpinia

echinataLam., pau-brasil.
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Abstract — Storing seeds at room temperature is an importaolt 4s a strategy foex situ
conservation, reducing maintaining costs. Howehegh rates of deterioration, mainly caused by
the production of free radicals, reduce the stopagential. Thus, the search for the optimum
moisture content for this type of storage assungt@al role. This study aimed to determine the
storage potential of seeds Ghesalpinia echinatd.am. at different water contents, obtained by
saturated salt solutions, at room temperaturet@ndrify the effects of storage in respiratoryesat
The seeds were tolerant to water contents belowlbf/still have low potential for storage at room
temperature. This rapid deterioration may be rdl&wethe high oxidative rates observed, indicating
that other factors may be related to the low st@gyiod of these seeds, such as photooxidation.
Index terms: seed storage, desication toleranspjregion, photooxidationCaesalpinia echinata

Lam., Pau-brasil
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Introducao

A preservacdo de recursos genéticos baseia-sensareacaon situ, mantendo-se plantas
vivas em seu habitat naturalez sity mantendo-se poélens, culturas de tecidos, planizs \e
sementes em condicOes artificiais (Botanic Gard@sservation International 2001). Para que esta
dltima forma seja eficiente, as sementes devem upos=mracteristicas que permitam sua
conservacao de forma segura e economicamente y@arlalho e Nakagawa 2000). No entanto, a
falta de conhecimento minimo sobre o comportamdatosementes de muitas espécies florestais,
principalmente as tropicais nativas do Brasil, p@omite 0 uso dessa estratégia de conservacao
(Pilatti et al.2011). Além disso, técnicas mais aprimoradas i@zgnamento muitas vezes nao sao
utilizadas pela falta de infraestrutura necessana pelo elevado custo para o correto
armazenamento, como ocorre com sementeLaksalpinia echinatao pau-brasil, uma das
espécies mais importantes da flora brasileira almnte em risco de extingdo. O estado atual do
conhecimento sobre as semente dessa espécie dexmumstsua conservacao exige temperaturas
sub-zero (Hellmanet al. 2006) pois, quando armazenadas em temperaturais igu proximas as
do ambiente, perdem a viabilidade em menos de&)(Biarbedet al. 2002).

A rapida perda da viabilidade das sementes, pahuignte quando técnicas especiais nao
séo adotadas, sugere algum grau de recalcitrdsstaporque sdo observados dois comportamentos
ao final da maturacdo. As sementes denominadadoxds toleram secagem até niveis baixos de
agua, inferiores a 10%. As sementes recalcitraptassua vez, apresentam limites de tolerancia a
dessecacao, perdendo a viabilidade quando seuédeagua é reduzido para valores inferiores a,
aproximadamente, 20% (Kermode e Bewley 1985). ElBaenca acarreta comportamentos
diferenciados durante o armazenamento das semaniasyez que a remoc¢ao de agua é a principal
ferramenta para a conservacdo a longo prazo. Arnggiestdo em estudos de conservacdo de

sementes é, exatamente, o tempo em que as serped&do ser armazenadas em dadas condicdes
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(Probertet al. 2007). A possibilidade do controle da perda dead§uportanto, essencial nesse

processo. A agua controla reacdes metabdlicasaddatsemente sendo o veiculo de transporte e
mobilizacdo de substancias nas células. Reduziedses teor para valores minimos, é possivel
diminuir o metabolismo da semente podendo, assumeatar seu periodo de armazenamento
(Kermode 1990, Kermode & Bewley 1985).

Existem dois mecanismos principais envolvidos nocggsso de tolerancia a dessecacao
visando a evitar, principalmente, danos a macrocatd€ e proteinas, presentes nas membranas
plasmaticas. Isto porque a retirada da agua danderdesencadeia diversos processos oxidativos.
O primeiro envolve a producao de substancias mn@tet como acucares (Meko al. 2010) e LEA
proteinas (Barbedo e Marcos Filho 1998) e o segéndaseado na producdo de mecanismos de
reparo como sistemas antioxidantes, durante aataitho da semente (Buitirét al. 2002).

No entanto, mesmo entre sementes tolerantes acdeése a reducao excessiva do teor de
agua das sementes ndo necessariamente signifientuma longevidade das mesmas. E o que
ocorre com sementes @e echinatacomo descrito anteriormente, que toleram secagémalores
inferiores a 10% de agua, mas ndo se conservarerapetaturas acima de 8-10°C. A remocéao da
agua pode, inclusive, prejudicar a capacidade dsergacdo das sementes em armazenamento
(Walters 1998; Elliset al. 2006), isto porque aceleram as taxas de detefioragndo este um
processo inevitavel e constante. No entanto, arideigedo pode ser minimizada durante o
armazenamento (Carvalho e Nakagawa 2000).

ApoOs atingir a maturidade fisiolégica, as semem@snecam a entrar em deterioracdo e
fatores como temperatura e umidade relativa dmdemp acelerar este processo, pois favorecem o
aumento da taxa respiratoria e consequentemenbeotodetabolismo da semente. A deterioracao
proporciona alteracdes fisiologicas, bioquimicasicés e citologicas, determinando a queda do
vigor e consequentemente da qualidade, culminaodoacmorte da semente (Marcos Filho 2005).

A velocidade do processo de deterioracdo das sem@uatde variar em funcdo da longevidade
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natural, da composicdo quimica e das diferencastigan, aliadas a qualidade inicial, grau de
umidade e as condi¢cdes do ambiente (Popinigis 1@&8&alho & Nakagawa 2000).

A respiracdo e a deterioracdo estdo estreitameséeionadas. O armazenamento de
sementes com respiracdo ativa e elevada intensifidaterioracdo causando a perda do vigor e
eventuais quedas na germinacédo, sendo o grau Ggagdo um dos principais fatores que altera a
energia livre da agua e o comportamento metabdhascsementes (Lamarca 2009).

No entanto, outros fatores podem influenciar a cidbxle da deterioracdo, como a
temperatura (Elliset al. 2006; Leopoldet al. 1994). Sementes expostas a temperaturas muito
elevadas durante minutos podem apresentar idad#@édica ou grau de deterioracdo mais
avancado do que outras armazenadas sob baixa tgarpes umidade relativa do ar durante varios
anos (Marcos Filho 2005). Outro fator envolvido ssedeterioracdo € a luz, por meio da
fotooxidacdo, causada principalmente por excita@ionoléculas de clorofila presentes tanto no
tegumento, quanto nos cotilédones pela luz, duamiispersdo, beneficiamento e armazenamento
de sementes (Roqueiro, 2010).

A producéo de radicais livres é a maior conseqaémeiestresse em plantas. A producao de
espécies reativas de oxigénio de forma desconadktle a causar danos oxidativos, geralmente
na forma de peroxidacdo lipidica, reagindo prinoygmte com as membranas plasmaticas,
resultando em outros eventos como decréscimo diefluassociadas a mudancas na estrutura da
membrana e inativagcdo de proteinas, incluindo pratede transporte e receptoras além de
mudancas na permeabilidade da membrana. (HendB).199

Por isso, torna-se necessario o controle de aftesague ocorrem durante o armazenamento
e a eventual necessidade ou sensibilidade das s=r@nprocesso de dessecacao (Kermode 1990;
Carvalho e Nakagawa 2000), visando a definir quplantidade agua ideal para o armazenamento
de cada espécie, isto porque diferentes espéciesementes apresentam diferentes relacdes

hidricas, que podem variar inclusive de acordo eccomposi¢cao quimica das mesmas (Vertucci e
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Roos 1990). Havendo, além disso, diferencas nasde$ hidricas, mesmo entre partes da mesma
semente (Sun e Liang 2001).

Portanto, ndo ha valores padronizados, em termpsrdentagem ou relacdo massa de agua
: massa de matéria seca, que possam ser aplicadesnantes de todas as espécies, pois sementes
com mesmo teor de agua podem apresentar difergotesciais hidricos (Walters 1998). O
potencial hidrico, visto no sentido da energia twuidade das moléculas de agua, associa a
guantidade de agua presente na semente, de sdigtmvidos nessa agua, a retencdo dessas
moléculas pelas matrizes dos componentes celidaagemperatura do sistema.

Além disso, a energia envolvida no processo de mewiacdo da agua pode ser medida de
acordo com a viscosidade do sistema, sendo queaajuais agua for retirada, maior a energia
liberada, mostrando ndo s6 o quanto de agua estid setirada da semente, mas também qual a
forca de ligacdo desta a semente, esta relacdo gevdabtida através de isotermas de sorcdo de
agua (Walters 1998, Casted al. 2004, Nagarajaet al. 2005). Com isso, isotermas de sor¢cao de
agua tornam-se uma importante ferramenta paraidedessas variaveis, pois relacionam o teor de
agua da semente com a umidade relativa do ar raetpuge encontra armazenada (Vertucci &
Roos 1993), auxiliando a encontrar o teor de ageal ipara o armazenamento de sementes de cada
espécie.

As sementes de pau-brasil apresentam comportamamdoloxo, podendo manter a
viabilidade por até 18 meses quando armazenadds eom cerca de 0,19.8/g MS (Barbedaet
al. 2002) e 24 meses em temperaturas de congelaménto-18°C) (Hellmanret al. 2006). No
entanto, com a diminuicao do teor de agua paraesjaroximos a 6% (base umida), o consumo de
O, chega a ser aproximadamente 50 vezes maior da joeracdo de Cfindicando que podem
ocorrer reacdes oxidativas. Estas podem ser cauganlasuperéxidos, tais como peroxidacédo de

lipideos e oxidacdo de compostos fendlicos (Lam2068).
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Provavelmente devido a isso, as sementeCdechinataperdem sua viabilidade em
aproximadamente trés meses quando armazenadasneligbes de laboratorio, o que torna sua
conservacao ainda onerosa devido aos custos deteneéa de temperaturas sub-zero. Sendo
assim, o armazenamento destas sementes em tempeaabbiente torna-se uma importante
ferramenta de conservacao (Céiaal. 1998).

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo earifio grau de influéncia da taxa
respiratoria e dos processos oxidativos na mandberdos tecidos da semente durante o
armazenamento em temperaturas de ambiente de tabwré?5°C), em baixos teores de agua,
estabelecendo assim, relacdes entre teor de aguazenamento e velocidade de deterioragdo em

sementes d€aesalpinia. echinataam.

Material e Métodos

Obtencédo do Material Vegetal

Sementes d€. echinataforam coletadas maduras, apés dispersdo naturalognde 24
horas da dispersdo) sem ocorréncia de chuva nhsrad anteriores a colheita, na fazenda Santa
Carolina (Jau / SP) (48°50" W 22°19’ S), no an@@#20. Apds chegada no Nucleo de Pesquisa em
Sementes do Instituto de Botanica de Sao Paulsgmaentes foram selecionadas, separando-se
sementes rachadas, com sinais de umidade e irdegpad insetos. Apos selecdo, foram secas até
aproximadamente 10% de agua (base umida) em esdfdC e a seguir foram armazenadas em
freezer a -18°C (Hellmaet al. 2006) até o inicio dos experimentos.
Determinagdes fisicas e fisiologicas

As sementes foram caracterizadas inicialmente,tquamteor de 4gua, contelldo de massa

seca, potencial hidrico e germinacdo. O teor dea 4gudeterminado gravimetricamente, pelo
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método da estufa a 193, por 17 horas (ISTA 1985), sendo os resultadogssaptados em
porcentagem, em base Umida (Brasil 2009).

Foram medidos os potenciais hidricos, separadamelgeembrides sem tegumento
(embrides excisados) e tegumentos por meio de wetitP4 (Decagon, Pullmann). O aparelho
utiliza a técnica do ponto de orvalho em espellsfrieelo para medir o potencial hidrico da
amostra, esta € acondicionada em uma camara inderraparelho até que entre em equilibrio
higroscopico com o ar circundante, a partir dissoespelho mede o nivel de condensacao da agua
presente no ar. A temperatura do espelho é preerganctontrolada por um cooler termoelétrico
que gradativamente a reduz até que se detectemerdiés no indice de reflexdo do espelho,
resultado da condensacdo de agua, a partir dissesemsor registra a temperatura na qual a
condensacgao ocorreu, obtendo assim o ponto dehorei amostra e calculando seu potencial
hidrico, expressado em -MPa.

Os testes de germinacao foram realizados em dalagerminacéo reguladas par€@5
(x1°C) e 90% (+5%) de umidade relativa, em rolos deepapmo recomendado por Mello e
Barbedo (2007). As avaliacbes foram realizadasda ti@s dias durante 15 dias, considerando-se
como germinadas as sementes que emitiram raiz g@mam no minimo 1cm e como plantulas
normais aquelas com sistema radicular desenvoleidmm abertura do primeiro par de folhas
visivel (Barbedoet al. 2002). Além disso foi calculado o indice de vealade de germinacao

(IVG), conforme a férmula de Maguire (1962):

IVG= Ni/D; + No/D2+...+N,/Dy,, onde:

N1 = nimero de sementes germinadas, no primeiroed@uatagem;

D; = nimero de dias transcorridos, desde a instaldgdeste até o primeiro dia da contagem;
N2 = nimero de sementes germinadas, entre o prim@rsegundo dias de contagem;

D, = nimero de dias transcorridos, desde a instaldgdeste até o segundo dia de contagem;
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N, = nimero de sementes germinadas, entre o pent@tonaltimo dias de contagem;

D, = nimero de dias transcorridos, desde a instaldgdeste até o ultimo dia de contagem

A qualidade fisioldgica das sementes foi analisadajbém, pelo teste de tetrazdlio,
segundo a metodologia descrita por Lamagtcal. (2009). As sementes foram pré-condicionadas
em agua por 2 horas a°Zh a seguir foram removidos os tegumentos, em dagas sementes
foram incubadas em solucéo de tetrazolio a 0,09f4pas horas a 35°C, na auséncia de luz. A
seguir as sementes foram lavadas em agua cor@rabadas e classificadas de acordo com
categorias de coloracéo rosa suave representacido saudavel, vermelho intenso representando
tecidos em deterioracdo e cor natural do tecida pEnido morto (Franca Neto 1994; Delouete
al. 1976) considerando-se 8 classes de deterioragioaica 2009). Alem disso, foram calculadas
também segundo Lamarca (2009) as estimativas ttdbdisdo de frequéncia de tecidos viaveis das
sementes deteriorados e mortos das sementes.

Para avaliacdo da condutividade elétrica, embréassados foram acondicionados em
recipientes plasticos e embebidos em 75 ml de dgiomizada, onde permaneceram por 5, 10, 15 e
30 minutos, 1, 3, 6, 9 e 24 horas. Apés cada periledpermanéncia, os valores de condutividade
elétrica, foram medidos por meio de condutivimeteobancada para solucbes aguosas modelo
Marconi CA150, com medidor tipo caneta e faixaalita de 0 a 20.000S, sendo os resultados
expressos emS.cm'.g™.

As taxas respiratorias foram avaliadas acondicido@m® as sementes em ambiente
hermético por 40 dias. ApGs esse periodo a coramgdrde @ e CQ do frasco foi medida por
meio de aparelho ILL6600 (lllinois, Pullman, EUA).medicao de @realizada pelo equipamento,
€ realizada por sensor potenciométrico, com eltirsblido ceramico na forma de tubo a base de
oxido de zirconio (Zr@), onde interna e externamente séo depositado®lddiedos.

A zircdnia possui a habilidade de conduzir ionxigénio em temperaturas superiores a

650°C. A medida é dada mediante a diferenca dengialeda pressao parcial do oxigénio entre os
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dois eletrodos (Steilket al. 2002, Caproni 2007). O sensor de dioxido de carbénum
infravermelho, baseando-se na absorcao, pelg @Oradiacdo no espectro do vermelho.

Os valores, expressos em porcentagem de OQ presentes no ar, foram convertidos em
umol.gMS®.d* utilizando-se como base a equacéo de Clapeyrodpsenvalores obtidos somados,
divididos pela massa seca total da amostra de sesermpelo nimero de dias em que as sementes
permaneceram nas embalagens (Lamarca 2009).

Secagem com controle de umidade relativa do ar

Foram determinados 5 niveis de secagem por megpldedes salinas saturadas, sendo:
Nitrato de zinco (Zn(Ng),), Cloreto de calcio (Cag)l Brometo de célcio (CaBre Cloreto de
zinco (ZnC}) além de silica-gel azul em pérolas que nédo fetumada a agua. As solugdes salinas
foram obtidas a partir da mistura de agua deiomizaxin o pretendido sal, que foi sendo adicionado
a solucao até a formacéo do precipitado (VertucBio®s 1993).

Apbs obtencédo das solugdes, estas foram aconditzierean frascos herméticos, juntamente
com as sementes, onde permaneceram durante 1B pdssabertura as sementes foram novamente
caracterizadas segundo as analises citadas amtent®, sendo imediatamente armazenadas em
frasco hermético as sementes utilizadas para ecaedo consumo de,@ CQ, e medidos o teor
de agua, conteudo de matéria seca e potenciatdidks sementes utilizadas para os testes de
germinacao, tetrazolio e condutividade elétricarioincubadas em atmosfera controlada a 90% de
umidade relativa durante 24 horas, para que rekpgsem seu teor de agua, evitando assim, danos
por embebicao (Ellist al. 1985).

Armazenamento apoés incubacdo em frascos com amaasfetrolada em ambiente permissivel a
passagem da luz

O restante das sementes foi imediatamente acondoido em frascos herméticos e
armazenadas durante 30 e 60 dias com temperatiraleda a 25C e 12 horas de fotoperiodo. Ao

término de cada periodo, as sementes foram aredisqdanto a sua capacidade germinativa,
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potencial hidrico, teor de agua e taxa de detey@argpelos métodos de taxa respiratoria e teste de
tetrazolio.
Armazenamento sem incubacao prévia, em ambiemegsivel ou ndo a passagem de Luz
Sementes d€. echinatacom teor de agua aproximado de 14% (base umida)rsmibacao
em atmosfera controlada por meio de solucdes satiauradas, foram dividas em dois grupos e
armazenadas durante 20, 40 e 60 dias com temmeratuntrolada a 25°C, sendo um grupo
armazenado em ambiente hermético permissivel agassde luz (fotoperiodo de 12 horas) e
outro grupo em ambiente ndo permissivel a passageiuz. Ao término de cada periodo as
sementes foram avaliadas quanto sua capacidadengtva e taxas respiratorias de acordo com as
metodologias citadas anteriormente.
Delineamento experimental e analise estatistica
O delineamento experimental empregado foi o ime#rste casualizado, com 4 repeticdes
em esquema fatorial 5 x 3 (secagem x armazenamentd)x 3 x 2 (secagem X armazenamento X
presenca de tegumento). Os dados obtidos pardeeigua e potencial hidrico (sendo estes sempre
considerados em maodulo), consumo de oducédo de C£) condutividade elétrica, germinacgéo,
producdo de plantulas normais e IVG foram submstadanalise de variancia (teste F) ao nivel de
5% de probabilidade. As médias foram comparada® antpelo teste de Tukey ao nivel de 5%

(Santana & Ranal 2004).

Resultados e Discussao

As umidade relativas nas quais as sementes forametidas variaram de 50% (Zn(he),
35% (CaCy), 25% (CaBy) e 5% (ZnCj). A umidade relativa do ar controlado pelas pé&rala
silica-gel aproxima-se de zero, impossibilitandsiras a afericdo pelo higrémetro. Devido a esses

baixos valores de umidade relativa, as péroladlida-gel promovem uma secagem constante das
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sementes, ndo sendo possivel observar neste cgsdibred higroscopico. No entanto,
considerando-se o periodo de 15 dias de duracdecd@em, foram obtidos valores intermediarios

entre os sais CaBe ZnC} (tabela 1).

Tabela 1. Teor de &gua de sementesCdesalpinia echinatd.am. submetidas a secagem em solugdes salinas e
armazenadas por 30 e 60 dias. Médias seguidastgsima letra (minusculas nas linhas mailusculazolasas) ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%

Periodo de Sais .
A t Médias
fmazenamento 7, NO,), CaCb CaBp Silica-gel ZnGJ

0 dias 9,95 6,98 6,19 5,62 4,78 6,70 B
30 dias 11,84 7,42 6,75 577 5,06 7,37 A
60 dias 12,40 7,26 6,50 5,51 6,08 7,55 A
Médias 11,40 a 722 b 6,48 bc 5,63 cd 530d

Coef Var. 11,98%

Andlise de variancia dos dados de teor de aguandému interacdo significativa entre os
niveis, secagem e armazenamento (tabela 1) Notenteuve interacédo entre o potencial hidrico,
tanto do embrido sem o tegumento, quanto apentegdmento (figura 1), o que reforca a idéia de
que o potencial hidrico indica resultados mais iéwefs em estudos de tolerdncia a dessecacgéo
(Vertucci e Roos 1990).

Apoés os periodos de permanéncia nas atmosferamlealats, as sementes apresentaram
valores de potencial hidrico que variaram de -64,5227,4 MPa entre os embrides, que
corresponderam a 9,9% a 4,7% de agua (figura éladh. Os potenciais hidricos se alteraram apoés
os periodos de armazenamento sendo observadasivecldiferencas entre o potencial hidrico do
tegumento quando comparados aos embrides (figura 1)

As primeiras fases de embebicdo da semente sameni fisicas, sendo controladas em

sua maioria pelo potencial matricia#€) e osmotico ¥n) (Bewley e Black, 1994), sendo que a
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agua penetra primeiramente nos tecidos mais edetasemente como tegumentos e cotilédone,
indo em direcao aos tecidos internos como o eixorie@mario (Terskikhet al. 2005). Sendo assim,
pequenas alteracdes na disponibilidade hidricardoeste, causadas por mudancas na temperatura,
umidade relativa, ou mesmo a manipulacdo das semeps a retirada dos frascos contendo as
solucbes salinas saturadas, podem alterar os sal@rgpotencial hidrico das mesmas, sendo que
estas alteracdes serdo mais proeminentes quantwesidorem as forcas de atracdo a agua,
promovidas pela semente no decorrer da secé8§em2002).

As sementes submetidas a secagem em silica-gelluedsode ZnGl apresentaram
diferencas significativas entre o potencial hidrom tegumento e do embrido, tendo o embrido
apresentado valores mais negativos aos do teguiugu@pos a secagem, e apresentando valores
menos negativos aos do embrido apdés os periodasnadgzenamento (Figura 1 E e F). Esta
alteracdo pode estar ligada a rachaduras no tegardensementes de. echinata normalmente
encontradas em sementes submetidas a secagem &&adwa ndo publicados), como o realizado
por meio das pérolas de silica-gel e da solucédndd,, e assim, poderiam expor o embrido as
condicOes externas.

Comumente o tegumento apresenta potencial hidrags negativo em relacdo ao potencial
hidrico do embrido (Figura 1 B; Capitulo 2), esaaacdo poderia estar associada a ativacdo de
mecanismos de defesa, visando evitar danos porlegalbeaos cotilédones durante a reidratacéo,
tornando o tegumento mais suscetivel a entradacdrde agua nos primeiros momentos da

embebicdo, diminuindo assim, a velocidade de eatdadagua para os tecidos internos da semente.
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Figura 1. Potencial hidrico (-MPa) de Tegumentol{@as pretas) e Embrides (Colunas brancas) de
sementes d€aesalpinia echinatdam. submetidas a secagem em ambiente herméiicbSpdias com
atmosfera controlada por solu¢des salinas satudal@n(NQ), (B), CaCl} (C), CaBg (D), ZnCh (F) e

por perolas de silica —gel (E) e armazenadas [0 6,60 dias. (A) Amostra controle. Médias segitta
mesma letra (minUsculas para secagem, mailsculas pesiodos de armazenamento e itdlicas para
tegumento e embri&o) diferem entre si pelo testeldsy, a 5%.

O tegumento possui importante papel na protecédio tam embrido quanto de estresses
bidticos e abidticos durante o armazenamento (RagoDebeaujon 2008), participando de
mecanismos como a dorméncia (Bewley e Black 19%yI®/ 1997), protecdo dos tecidos da

semente contra danos por embebicdo nos primeirosemtos da germinacao (Duke e Kakefuda
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1981) e ainda pode atuar na degradacédo de poligtams de reserva, como galactomananos
(Tonini et al. 2006), que também podem desempenhar outras fyregii@s controle da embebicéo
de agua nos estagios iniciais da germinacéo.

Puderam ser observadas diferencas entre as tag@assinle germinacéo, e as taxas obtidas
apos a secagem. No entanto, quando os testes algesedoram comparados entre si (Figura 2
B,C,E e F), com excecao das sementes submetidasagesn em CaBi(Figura 2 D), ndo foram
observadas diferencas entre as taxas de germinadémgndo que estas podem ser atribuidas ao
periodo de 15 dias de duracdo dos testes de seaageéin a diminuicdo do teor de agua das
sementes. Sendo assim, as semente€.dechinatapodem ser consideradas como tolerantes a
dessecacao, conforme descrito por Barketdal. (2002), suportando inclusive, condi¢cdes de ultra-
secagem, descrita como sendo abaixo de 5% de @efguh (base umida) (et al. 2008) (Figura
2).

ApOs a secagem, as sementes ainda apresentavamdadpade producdo de plantulas
normais, o que sugere que, inicialmente, a secagamrovocou efeitos deletérios no vigor das
sementes. Portanto, as diferencas entre os valergsoducdo de plantulas normais, e os valores
obtidos antes dos testes de secagem (Figura 2A)eripmm ser atribuidos ao periodo de
permanéncia das sementes nos frascos hermétiaasitelws processos de secagem. Etlial.
(2006) também n&o obtiveram diferencas imediatagerainacdo em sementes @dfolium

pratensel. e Medicago sativaNo entanto, durante o armazenamento em tempasatier 30C, as

sementes apresentaram quedas na capacidade gammimasmo em baixos teores de agua.



60

100 - A 4 100 - B 4
3,5 3,5
80 3 80
a0 1,9 60 2,3
2 2
40 1,5 40 A 1,5
1 1
= 20 20 aF
= 0.5 i—‘ 0,5
- 0 0 0 bAE  aC ab aF 0
g 0 0 30 60
L}
=
w100 , C 4 100 4 D 4
= 35 3,5
=
g 80 ) 80 3
i 2 h b 2 =
Z an 15 40 AR LAE 1.5 o
g, B MR | o " i o M s 0
i
& 0 30 60 0 20 60
o
& 100 |, E 4 100 . F 4
=2 3.5 3.5
g 80 3 30 ;
CHE boi iﬁ o0 shed “*ﬂm ij
10 - 15 40 : 1,5
20 1 20 Ak 1
0 £ R | g” 0 o Wlel0?
0 30 60 0 30 60

Periodo de Armazenamento {Dias)

Figura 2. Germinacdo (colunas pretas), IVG (columascas) e Producdo de plantulas normais (colunas
cinzas) de sementes @aesalpinia echinatdam. submetidas a secagem em ambiente herméiicth5p
dias com atmosfera controlada por solucdes satamasadas de Zn(N® (B), CaC} (C), CaBg (D), ZnCh
(F) e por perolas de silica —gel (E) e armazenpda®, 30 e 60 dias. (A) Amostra controle. Médieguidas
da mesma letra (minUsculas para secagem, maiugeatasperiodos de armazenamento) diferem entre si
pelo teste de tukey, a 5%.

Apos os primeiros 30 dias de armazenamento, asnsesnsubmetidas a secagem em
solucdo de Zn(Ng), ja apresentavam diminuicdo da capacidade germiatimquanto que as
sementes submetidas a secagem mais severa,(@dBr e ZnC}h) (Figura 2 C, E,e F) nao

apresentaram qualquer alteracdo apOs esse per@doegcecdo das sementes submetidas a

secagem em CaB(Figura 2D). No entanto, as sementes submetidasagem em Cag£ICaBk e
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ZnCl ja haviam perdido a capacidade de producéapl@lgtulas normais. A perda da capacidade
germinativa foi maior apds 60 dias de armazenamehegando a valores nulos em sementes
submetidas a maiores teores de agua (Zg(HQ@liminuindo porém nas sementes mais secas, COmMo
as submetidas a secagem em 2ZnQue perderam aproximadamente 50% da capacidade
germinativa.

Além da quantidade de agua, a temperatura posqdl pandamental no potencial de
armazenamento de sementes (Walters, 1998; Verugoios, 1993), isso devido a manutencéo do
estado vitreo, que é definido como o aumento dasidade da agua no interior da semente. Este
aumento de viscosidade tende a proteger os sistenagembrana das células durante a fase seca
da semente, o0 aumento da temperatura tende aaacatemoléculas da agua, fazendo com que a
viscosidade do interior da semente diminua, geraagimbento das reacdes deletérias, que séo
causadas principalmente por espécies reativasigéna (Hendry, 1993). Portanto, quanto maior a
temperatura durante 0 armazenamento, menores @®@FUA Serdo necessarios para manutencao
do estado vitreo (Leopokt al, 1994).

Tanto ap0s a secagem quanto apdés o0s periodos @dzesramento, as sementes @e
echinataapresentaram intensas taxas de absorcdo de axig@&mdo em alguns casos 12 vezes
maior do que a producdo de gas carbonico, sugermdasas reacdes oxidativas diferentes da
respiracdo aerobica, como a peroxidacao de lip{tl@scos Filho 2005) (Figura 3C). No entanto o
lote inicial (Figura 3 A) também apresentava inéeabsorcdo de oxigénio, sugerindo novamente
gue a retirada da agua néo alterou as taxas res@e Os danos causados pelas reacdes oxidativas
em C. echinatapodem ser observados na perda na capacidade dec@oode plantulas normais
apos 30 dias de armazenamento, e na porcentaggerrdamacao apos 60 dias (Figura 2). A maior
velocidade de deterioracdo observada nas semarip®esdas a secagem em Zn@pode ser

atribuida ao teor de agua, de 9,9%, considerad® Gigua do tipo 2. Nesses teores de agua, as
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reacdes de peroxidacao de lipidios , enquanto guastemas antioxidativos das sementes ainda

nao estao totalmente ativados (Marcos Filho, 2005).
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Figura 3. Consumo de Jcolunas cinzas), Produgcdo de L£(olunas pretas), de sementes Chesalpinia
echinataLam. submetidas a secagem em ambiente hermétichbpdias com atmosfera controlada por solu¢des
salinas saturadas de Zn(j&XB), CaC} (C), CaBg (D), ZnCk (F) e por perolas de silica —gel (E) e armazenadas
por 0, 30 e 60 dias. (A) Amostra controle. Valoeapressos em média diaria por grama de massa seca d
sementes. Médias seguidas da mesma letra (mindsqdsa secagem, mailsculas para periodos de
armazenamento) diferem entre si pelo teste de fak&%6.

O sistema de membranas € um dos primeiros sisteehalares afetados pela oxidacao, a

partir da deterioracdo deste sistema, os procesgpsntes podem ser observados por diferencas no
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indice de velocidade de germinacao, producdo detykd& normais e finalmente diferencas na
germinacao (Delouche 2002).

O teste de condutividade elétrica, ndo apontoudtif@as satisfatorias entre os niveis de
secagem, sendo que algumas poucas diferencas puderaobservadas entre os periodos de
armazenamento (tabela 2). O teste de condutividEdieca é baseado na quantidade de eletrdlitos
liberados no meio pelas sementes quando embebidaggea. Sementes com menor vigor,
demoram mais tempo para o restabelecimento daritdelg das membranas celulares durante a
embebicdo e consequientemente liberam maior qudetkaeletrolitos (Marcos Filho 2005). Sendo
assim, poderiam ser detectadas diferencas entrites antes mesmo de serem observadas
diferencas nos testes de germinacéo, visto quayadb;do do sistema de membranas € um dos
primeiros eventos ocorridos no processo de detedar de sementes (Delouche 2002).

A utilizacdo do teste de condutividade elétrica ssmentes d€. echinata(capitulo 1),
apontou diferencas satisfatorias entre lotes deest® submetidos ao envelhecimento acelerado.
No entanto a metodologia para aplicacdo deste #astla ndo encontra-se totalmente elucidada
necessitando ainda de alguns ajustes para aplicacfas sementes.

Analisando-se os resultados obtidos a partir ddriblsicio de freqiiéncias de tecidos
viaveis, em deterioracdo e mortos, apontadas pste tle tetrazélio, verificou-se que a quantidade
de tecidos viaveis, em deterioracdo e mortos, eaaltsrou muito tanto entre os tratamentos de
secagem, quanto entre os periodos de secagemaBiguramarca (2009) observou que sementes
ja consideradas inviaveis, ainda apresentavam grguantidade de tecidos viaveis. A partir disso,
sugere-se que a deterioracdo, ocorre de formaaraase variavel de acordo com o tecido afetado,

e esta dinamica pode ser diferente de acordo cigmo de estresse no qual a semente é submetida.



64

Tabela 2Condutividade elétrica (uS dng'l) de sementes d&. echinataLam. apdés 5, 10, 15 e 30 minutos, 1, 3, 6, 9 hdeas
permanéncia na solu¢cdo de embebicdo, submetidasagesn em solucdes salinas saturadas de ZjyNCaC}, CaBg,
ZnCl, e pérolas de silica-gel, armazenadas por 0, IdiaB. Médias seguidas pela mesma letra (mingsq@adra solucdes
salina: e maiusculas para periodos de armazenamento) nd@erdintre si pelo teste de Tukey, a

Sais 5min  10min  15min 30 min 1lh 3h 6h 9h h24
0 16 aA 22 aA 26 aA 45 aA 48 aA 78 aA 142 aAB 188 aA 267 aB
Zn(NO3), 30 28aA 39aA 49 aA 57 aA 79 aB 156 bB 164 aB 219 aB 24B aA
60 21aA 28aA 34 aA 45 aA 63 abAB 90 abA 121 abA 194 abAB 34 BA
0 17 aA 21 aA 24 aA 32 aA 50 aA 82 aA 124 aAB 185 aAB 2B4 a
CaCb 30 20aA 35aA 38 aA 46 aA 66 aA 136 abB 147 aB 197 aB B2a
60 16aA 23aA 30 aA 38 aA 54 aA 75 aA 103 aA 166 aA 199 aA
0 12aA 18aA 22 aA 35 aA 56 aA 100 abA 121 aA 209 abB aB7
CaBn 30 22aA 31aA 39 aA 47 aA 65 aA 129 abA 136 aA 189 aAB an7

60 20aA 3laA 37 aA 51 aA 67 abA 105 abcA 127 abA 176 abA 15 @A

0 16 aA 21 aA 27 aA 39 aA 60 aA 101 abA 153 aA 214 abAB aB2
Silica-gel 30 19aA 25aA 29 aA 36 aA 56 aA 1069 aA 135 aA 221 aB 2R7 a
60 22aA 31aA 39 aA 54 aA 71 abA 114 bcA 140 bA 189 abA ana
0 25aA 35aA 50 aA 64 aA 99 bhB 131 bA 189 bB 232 bA 281 aC
ZnCl, 30 16aA 23aA 28 aA 37 aA 55 aA 109 aA 133 aA 209 aA 2A4 a
60 30aA 40aA 49 aA 627 aA 91 bB 124 cA 154 bA 206 bA 284 b

O mesmo fato pode ser observado na comparacacesioisados dos testes de germinacao
(figura 2) com as taxas respiratérias das semdfitgga 3), onde sementes de lotes que ja néo
apresentavam germinacao, ainda possuiam taxasatésipis. ISso sugere que sementes mantidas
com maiores quantidades de agua durante o armaeat@parecem ter sofrido danos em locais
essenciais ao inicio do processo germinativo quandgparados a sementes submetidas a menores

teores de agua.
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Figura 4. Distribuicdo de frequéncias de tecid@veis (rosa), deteriorados (vermelho) e mortos
(cinza) , obtidos no teste de tetrazélio de sensedé€Caesalpinia echinatdam. submetidas a
secagem em ambiente hermético por 15 dias com feraosontrolada por solugcbes salinas
saturadas de Zn(Nf2 (B), CaC} (C), CaBp (D), ZnCh (F) e por perolas de silica —gel (E) e
armazenadas por 0, 30 e 60 dias. (A) Amostra dentro

Os testes de tetrazolio permitiram verificar quaisdos foram afetados, tanto durante o
armazenamento, quanto durante a secagem. Observgquesas sementes submetidas a maior teor
de agua (sementes submetidas a secagem em sokican(NI),), apresentavam logo apos o
periodo de secagem, danos na regido do eixo-hifmcadicular, apresentando no entanto, tecidos

viaveis, nas regides de insercdo dos cotilédonesxag e regides proximais e distais do cotilédone
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(figura 5 B e 1). Ap6s os primeiros 30 dias de azemamento, as sementes ja apresentavam a
grande maioria dos tecidos em estado de determ(&igura 5 D), e apds 60 dias, danos em toda a
regiao hipocatilo radicular, seguidas pela regi@andercéo do eixo ao cotilédone, pliumula e regido

proximal do cotilédone (Figura 5 H), condizendo cosresultados dos testes de germinacao

(Figura 2 B).

As sementes submetidas a secagem mais severa,,(GaBp, e ZnC}) apresentaram
deterioracdo mais lenta dos tecidos, sendo possibsgrvar danos primeiramente nas regides do
procambio, seguindo em direcdo ao meristema fund@heegido de insercao dos cotilédones no
eixo, plumula, regido proximal e regido distal (Fay5 I-L). Os danos causados tanto ao meristema
fundamental quanto a plumula, nem sempre inviasdicn a germinacdo da semente, no entanto,
provavelmente estdo relacionados a producdo detuf@én anormais (Figura 5 O-P
respectivamente). Apos 60 dias de armazenamen&ntaato, os danos podiam ser observados em
toda a regido de insercdo do cotilédone ao eixojas@ossivel nesse caso, a associacdo com as
baixas porcentagens de germinacéo obtidas (FigGr& 2Figura 5 H e L).

As sementes submetidas a secagem em Zy)f@recem ter sofrido os efeitos da oxidagao
de forma mais rapida quando comparadas aos outreis e secagem, sendo possivel atribuir esta
maior velocidade a maior quantidade de agua presensemente, 0s outros tratamentos também
foram submetidos as mesmas reacdes oxidativasnpestas ocorreram de forma mais lenta. O
gue reforca a idéia de que a agua controla reag@é&sbolicas na semente, e quanto menor a sua
disponibilidade, maior a viscosidade e menoregagdes citoplasmaticas (Leopold 1994).

No entanto, a diminuicdo do teor de agua pareceteratdo relacdo com as altas taxas
oxidativas em sementes @e echinata sendo que mesmo com a diminuicdo da agua paveesal
préximos a 5% (base umida) as sementes ainda apream reacdes oxidativas semelhantes em

todos os tratamentos, 0 que sugere outra causa pacalucao de espécies reativas se oxigénio.



Figura 5. Estado de deterioragéo de sement€s dehinataepresentado pelo teste
de tetrazolio (A - L) e pelo teste de germinagdo- (P) submetidas a secagem em
ambiente hermético por 15 dias com atmosfera dawf@opor solu¢des salinas
saturadas de Zn(Nf3 , CaC} , CaBsk, ZnChL e por perolas de silica - gel e
armazenadas por 0, 30 e 60 dias. A - H, gradieatdederioracdo indicado pela
mudanca de colorag&o dos tecidos variando entaesi@s/e, vermelho intenso e cor
natural. Tecidos em deterioracdo na regido distatatiiédone (B), tecidos em
deterioragdo em toda a regido proximal do cotiléd@) tecidos em deterioracédo
em todo o cotilédone e tecidos mortos na regidioskr¢ado dos cotilédones ao eixo
(D), tecidos mortos na regido proximal do cotiléel¢s e F) tecidos mortos em toda
regido proximal do cotilédone (G e H), | - L, régs embriondrias afetadas com
mais frequéncia; Tecidos mortos na regido de iAsedp eixo ao cotilédone (1),
tecidos mortos na regido distal do cotilédone ({)edecidos mortos na regido
proximal do cotilédone (L). M - protrusdo de rpfamaria; N - Desenvolvimento
de plantula normal; O e P - Desenvolvimento detplaranormal. Escala 1cm.
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Ellis et al. (2006) citam que a remocao da agua fracamentdaliga moléculas da semente é
benéfica para o armazenamento a longo prazo, aatent retirada acima desse limite pode causar
efeitos deletérios a semente. No entanto, mesmgaoke a valores baixos de teor de agua
(aproximadamente 2%, em base umida) em semenibsfaleum pratensd.. e Medicago sativao
armazenamento destas sementes foi mais satisfatdritemperaturas baixas, como°200 que
indica que mesmo definindo o limite étimo de teerdgjua para o armazenamento, a diminuicdo da
temperatura deve ser considerada.

Esses dados sdo reforcados comparando-se as secagen severas (CaClCaBep, e
ZnCly), que apresentaram taxas semelhantes de deté@onodagante o armazenamento, sugerindo
que a partir de um determinado ponto de diminudiiiteor de 4gua, as taxas de deterioracao foram
semelhantes e o teor de 4gua 6timo para o armaeetmale sementes @& echinataencontrava-
se em torno de 7% de teor de agua (base umidagndoder diminuido até aproximadamente 5%.

A partir das relagbes de equilibrio entre teor geaae potencial hidrico, com a umidade
relativa de equilibrio a 2&, construiu-se a isoterma de sor¢cdo de 4gua densesndeC. echinata
(Figura 6). S&o observaveis no grafico, as tréssfasrmalmente descritas para isotermas de sorcao
em sementes (Sun 2002), compreendendo a regidoreldcionada a agua acumulada em
multicamadas, em sitios de sor¢do, representargtitibrio entre umidades relativas de 70% a
90% aproximadamente. A regido Il relacionada a agaeamente ligada, compreendendo as
umidade relativas de 60% a 30%, e a regidao |, imlada a agua fortemente ligada,
compreendendo as umidade relativas abaixo de 20%.

Ellis, et al. (1989) citam que existem diferencas entre as tadeatongevidade acima e
abaixo do limite de retirada de agua. Além disslis Et al. (2006), expdem que a retirada de agua
fracamente ligada, associada a regido Il da is@i®ré benéfica para o armazenamento, porém, a
retirada de agua fortemente ligada, visivel nadedida isoterma, pode gerar efeitos deletérios, na

semente.



69

Em sementes d€. echinataapesar dos ainda baixos periodos de armazenaotaidos, a
influencia da deterioracéo foi similar entre as eet®s submetidas a secagem em &aCaBp,
ZnCl, em silica-gel, podendo assim, o potencial hidropoe variou de -150 a -200 MPa ser
considerado promissor para o armazenamento destasntes. No entanto, a diminuicdo para
valores inferiores a -350 MPa poderia ser danosm gg@sementes (Elieg al. 2006).

Sendo assim, a retirada da agua ndo aumentou as daxeacdes deletérias, o que sugere
gue a secagem ndao foi o principal fator envolvidodeterioracdo er. echinata Além disso,
todos os experimentos foram conduzidos a temperater28C e a diminuicdo da temperatura
ainda pode ser considerada como o principal fateolgido na conservacdo da espécie, como

observado por Barbead al. (2002) e Hellmanet al. (2006).
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Figura 6. Isoterma de sorcdo de agua baseada emaetégua (A) e potencial hidrico (B) a 25°C de esaes
deC. echinata

As sementes armazenadas em ambiente permissivilooa entrada de luz, apresentaram
diminui¢cbes drasticas na capacidade germinativa &pgs os primeiros 20 dias de armazenamento,
guando comparadas com as taxas germinativas 8)ialim disso, apos esse periodo, as sementes
ja haviam perdido a capacidade de producéo dey&ntormais (Figura 2 A, Figura 6 C e D).

As sementes foram armazenadas com aproximadaméitiaeldé dgua (base Umida), sendo

esperado que a perda da capacidade germinativeessemais rapidamente quando comparadas as
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sementes submetidas a secagem, ja a perda nadaagacie producdo de plantulas normais foi

similar entre as sementes dos dois tratamentoar@R®C, D, E e F ; Figura 7 C e D).
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Figura 7. Consumo de ,Qcolunas Cinzas), Producdo de £@ e B) (colunas pretas) e
Germinacao (C e D) de sementes@echinataLam. armazenadas em durante 20, 40 e 60 dias
em ambiente permissivel a passagem de luz (A en@) @ermissivel a passagem da luz (B e D).

Além disso, puderam ser observadas diferencasaloseg de germinacao entre as sementes
armazenadas em ambiente permissivel ou ndo a passag luz, gerando indicios de que a
presenca de luz poderia gerar efeitos deletériosamentes d€. echinata(Figura 7 C e D). As
taxas respiratérias tambéem foram diferentes erstrdots ambientes, sendo que na presenca de luz
durante o armazenamento, foram observados aumemtosonsumo de Opelas sementes,
sugerindo reacdes de oxidacdo maiores quando cadgsrcom as sementes armazenadas no
escuro (Figura 7 A e B).

Lamarca (2009) observou aumentos nas taxas resjasate consequentemente a

deterioracdo em sementes@eechinatade acordo com o aumento do teor de agua das sssnent
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no entanto, as altas taxas de absorcdo gebServadas en€. echinatasugerem que reacodes
oxidativas ocorram no interior da semente, e gpecaenca de luz durante o armazenamento, de
alguma forma as intensifica.

Estudos realizados por Roquegtoal. (2010) concluiram que as reacdes oxidativas cassad
principalmente pela fotooxidacdo, sdo o principabrf envolvido na perda da viabilidade de
sementes deSalix nigra, que apesar de apresentarem comportamento ortogmidem a
viabilidade em poucas semanas quando armazenadasngeratura ambiente.

Sendo assim, os resultados referentes a tolerambéssecacdo de semente€dechinata
corroboram com os resultados obtidos Heflmanet al. (2006) ao armazenar as semente€de
echinatacom aproximadamente 10% de teor de agua (baseajimidugerir que teores de agua
inferiores a este, como os de 3% a 7%, normalmetiigados em bancos de germoplasma,
poderiam aumentar ainda mais a longevidade dasesnga temperatura de °C3

Finalmente, sementes @& echinataainda apresentam baixo periodo de longevidade em
temperatura ambiente, no entanto, estas sementestaan teores de agua abaixo de 5% (base
umida), possivelmente permitindo que seu armazem@meeja realizado em temperaturas
superiores a -P&, podendo assim, a manutencdo de bancos de gesnapba espécie ser menos
onerosa, ou mesmo, aumentando a longevidade dei@sgstas temperaturas.

Além disso, a secagem parece néo ter gerado efibte®rios em sementes @eechinata
podendo as altas taxas de oxidacdo obtidas, sestaunionadas a outros eventos, durante o
armazenamento, como a presenca de luz.

Conclusodes

» Sementes de C. echinata suportam secagem ate deaigsa de 4,6% (base umida);
* No entanto, estas sementes ainda apresentam laiMedade em temperatura ambiente;
* A rapida deterioracdo de sementes Qleechinatapode ser atribuida as intensas taxas

absorcéo de oxigénio que podem ser causadas deladooxidacao.
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Conclusbes Gerais

O teste de condutividade elétrica apresenta palepara diagnéstico de sementes de pau-
brasil com diferentes niveis de deterioracdo e deverealizado com embrides excisados. Além
disso, a troca da solucdo de embebicdo por 4gum ppos a primeira hora de imersdo das
sementes, é essencial para o correto diagnostiodvdbde deterioracdo das sementes. Contudo, o
teste ainda necessita ajustes quanto ao momeme&tacpara avaliagdo da condutividade da solugéo

de embebicéo dos embrides.

Para a construcdo de isotermas de sorcdo de apadirade solug¢des salinas saturadas,
devem ser observados os periodos necessarios gapaliborio higroscépico das sementes com o
ar, comparando-se o potencial hidrico presente gora 0 apresentado pelas sementes no final do

experimento.

Sementes d€. echinata podem ser consideradas como altamente tolerandessecacao,
suportando teores de agua até mesmo abaixo de &% (bnida). A rapida deterioracdo dessas
sementes nao esta, portanto, relacionada a perélgude mas a intensa taxa de reagdes oxidativas,
principalmente em presenca de luz. Portanto, o zenaamento das sementes dessa espécie deve ser
realizado em condicdo de escuro completo, mas diag@p desse armazenamento por periodos
compativeis com 0s necessarios a formacdo de bateagermoplasma, sem a utilizacdo de
temperaturas de congelamento, dependerd do degemeoto de tecnologia que diminua a

velocidade das reacbes oxidativas.
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Resumo — O armazenamento de sementes € uma deapasrestratégias de conservaeosity

no entanto, nem todas as sementes podem ser fatdlnamazenaveis devido a diferentes
mecanismos de deterioracdo envolvidos, controladosua maioria pela quantidade de agua na
semente. Este trabalho teve por objetivo, avakaredacdes entre teor de agua e potencial de
armazenamento em temperatura ambiente em semeantéaedalpinia echinatd.am. buscando
avaliar os primeiros efeitos causados pela detgg@mr em diferentes teores de agua, armazenadas
em diferentes temperaturas, desenvolvendo paraaissetodologia para o teste de condutividade
elétrica, e utilizacdo de solucdes salinas satsra@s resultados demonstram que o teste de
condutividade elétrica foi capaz de separar loteslgerentes estadios de deterioracdo, no entanto,
este ainda necessita de ajustes metodologicosolAgdes salinas podem ser usadas com sucesso
na obtencdo de isotermas de sorcédo de agua, ntedivem ser observados o potencial hidrico
expresso pelas sementes e 0 do ar em seu ent@nmentg®s deC. echinatasdo tolerantes a
dessecacdo e possuem potencial para armazenanmmnttengperatura ambiente, desde que
controladas as altas taxas oxidativas, provaveknemisadas pela presenca de luz.

Palavras-chave: armazenamento, isotermas de safed@gua, solucdes salinas saturadas,

condutividade elétricaaesalpinia echinataam., pau-brasil
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Abstract — Storing seeds is one of most imporéansituconservation strategies, however, not all
seeds can be easily storable because of the diffdeanaging mechanisms involved, controlled
mostly by the amount of water in the seed. Thisls@imed to evaluate the relationship between
water content and storing potential at room tentpegain seeds o€Caesalpinia echinatd.am.
evaluating the early effects caused by the detiar in different water contents stored at diffdre
temperatures, for this, developing the methodolofyglectrical conductivity test, and the use of
saturated salt solutions. The results show thaetéetrical conductivity test was able to separate
seeds at different stages of deterioration, howeWés still requires methodological adjustments.
Saturated salt solutions can be successfully usaibtaining water sorption isotherms, however,
the water potential expressed by the seed andithar@nd it must be observe@aesalpinia
echinataseeds are desiccation tolerant and have potdaotiatorage at room temperature, since

high rates controlled oxidative probably causedhgypresence of light.

Index terms: storage, water sorption isothermsjratgd salt solutions, electrical conductivity,

Caesalpinia echinatham., pau-brasil



